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Introduction générale
La polyneuropathie amyloïde familiale (FAP) à transthyrétine (TTR) est une maladie héré-
ditaire à transmission autosomique dominante liée à la production de formes mutantes de la
TTR. Ces formes mutantes s’agrègent sous forme de fibrilles amyloïdes qui s’accumulent au
niveau des tissus du système nerveux autonome, des nerfs périphériques et d’organes tel que
le cœur entraînant de graves dysfonctionnements neurologiques et cardiaques. Les premiers
symptômes de cette maladie grave apparaissent généralement vers l’âge de 40 ans avec une
forte probabilité de décès dans les 10 ans qui suivent. En France, plus de 300 cas de FAP-
TTR ont été diagnostiqués et sont associés à une quinzaine de variants de TTR, les principaux
étant : TTR Val30Met (le plus fréquent), TTR Thr49Ala, TTR Ser77Tyr et TTR Ile107Val.
Le principal traitement de la FAP-TTR actuellement proposé est la transplantation hépatique,
celle-ci empêchant la synthèse du variant amyloïdogénique de la TTR.
Évaluer les teneurs en TTR mutante et non mutante circulant dans le sérum par une mé-
thode rapide et simple demise enœuvre constitue une forte demande des cliniciens puisqu’elle
leur permettrait de suivre au jour le jour l’efficacité de la greffe hépatique et d’évaluer l’effet des
différents traitements médicamenteux associés. Un tel dosage permettrait également d’étudier
rétrospectivement les variations encore inexpliquées dans la cinétique d’apparition des signes
cliniques chez les patients voire de fournir des indications pronostiques.
Cette demande nécessite le développement et l’utilisation d’outils analytiques sensibles et
résolutifs. Dans ce contexte, notre projet de recherche est d’étudier le potentiel des sépara-
tions électrocinétiques en veine liquide (capillaire et puce) pour l’analyse de fragments ciblés
obtenus par digestion enzymatique de la TTR extraite du sérum. Ce mode de séparation, jus-
qu’alors inexploité dans le cadre du diagnostic des FAP-TTR, est en effet particulièrement
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bien adapté à l’analyse rapide, efficace et résolutive des polypeptides. L’aboutissement de ce
projet consistera à intégrer en amont de la séparation les étapes préparatives de l’échantillon
biologique pour concevoir un système analytique intégré « Point of Care » voué à une utili-
sation hospitalière simple, efficace et rapide pour effectuer le suivi thérapeutique de patients
FAP-TTR.
L’objectif des travaux présentés est de développer une stratégie d’analyse par électropho-
rèse capillaire (EC), transposable sur puce, permettant une quantification de peptides pouvant
constituer des biomarqueurs d’intérêt pour l’étude de la mutation du gène de la TTR condui-
sant au variant TTR Thr49Ala (substitution du résidu thréonine en position 49 par l’alanine).
Ces travaux s’articuleront en quatre chapitres.
Le premier chapitre introductif est une étude bibliographique présentant dans une pre-
mière partie la polyneuropathie amyloïde familiale à transthyrétine, les méthodes de diagnostic
et traitements associés à cette pathologie. Dans une seconde partie, les principales méthodes
d’analyse des polypeptides utilisées au cours de nos travaux : électrophorèse capillaire, spec-
trométrie de masse, marquage et détection des peptides par fluorescence seront présentées.
Le second chapitre est consacré à l’étude de la digestion enzymatique de la TTR. La pre-
mière partie présente le développement de la méthode de digestion de la protéine et le contrôle
de son efficacité par spectrométrie de masse. La seconde partie est consacrée au développe-
ment de la méthode d’analyse par électrophorèse capillaire couplée à la détection spectromé-
trique d’absorbance dans l’UV des fragments peptidiques de la TTR. Une étude préliminaire
présente l’optimisation de la séparation des peptides d’intérêt pour l’étude de la mutation TTR
Thr49Ala. La méthode de séparation a été dans un second temps appliquée pour établir la
carte peptidique de la TTR.
Dans le troisième chapitre nous nous sommes intéressés aumarquage par fluorescence des
peptides d’intérêt pour l’étude de la mutation TTRThr49Ala en vue de réaliser leur analyse par
électrophorèse capillaire couplée à une détection par fluorescence induite par laser et sur une
puce de séparation. L’optimisation de la dérivation pré-capillaire des peptides par différents
agents fluorophores est présentée.
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Le quatrième chapitre est consacré à l’optimisation de la séparation électrocinétique des
dérivés fluorescents obtenus par marquage des peptides d’intérêt pour l’étude de la mutation
TTR Thr49Ala avec différents fluorophores. La première partie détaillera la mise au point
des trois méthodes de séparation des dérivés fluorescents développées par électrophorèse
capillaire couplée à la détection par fluorescence induite par laser. La seconde partie portera
sur le développement des séparations effectuées sur microsystème en verre.
Enfin, après une conclusion générale sur l’ensemble de ces travaux, les annexes présentées
détailleront les données et protocoles expérimentaux utilisés au cours de ces travaux de thèse.
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Chapitre 1
Introduction bibliographique
A Les amyloses
I Généralités
Les amyloses sont un vaste groupe hétérogène de maladies diagnostiquées histologique-
ment par la présence de dépôts extracellulaires d’une substance protéique amorphe et inso-
luble : la substance amyloïde [1, 2]. Ces dépôts amyloïdes envahissent les tissus et organes, em-
pêchant leur fonctionnement normal, et sont donc responsables de la pathologie. Il peut s’agir
de maladies acquises ou héréditaires, elles peuvent être localisées ou disséminées, asymptoma-
tiques ou au contraire de pronostic fatal. Il s’agit de pathologies relativement rares qui peuvent
poser de difficiles problèmes diagnostiques et thérapeutiques. Les amyloses regroupent une
large gamme de maladies comprenant des formes sporadiques, secondaires ou héréditaires
[3]. Les formes sporadiques ou amyloses acquises ont comme précurseur la chaîne légère
d’immunoglobulines monoclonales (amyloses AL), elles surviennent le plus souvent chez les
personnes âgées de 60 à 70 ans. L’amylose secondaire, dénommée amylose AA, est une com-
plication de l’inflammation chronique, la protéine majoritaire des dépôts est un fragment de
la protéine sérum amyloïde A (SAA) dont la concentration sanguine augmente lors de la réac-
tion inflammatoire. Les amyloses héréditaires sont plus rares (environ 4% des cas), elles sont
dues à l’expression d’un variant amyloïdogène d’une protéine normale du fait d’une mutation
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ponctuelle du gène correspondant.
Plus d’une vingtaine de protéines peuvent être des précurseurs d’amyloses (cf. tableau
1.1). En ce qui concerne les amyloses héréditaires, les mutations du gène de la transthyrétine
(TTR), à l’origine de la polyneuropathie amyloïde familiale (FAP), sont les plus fréquentes [4].
Table 1.1 – Nomenclature et classification des amyloses
[1]
Formation des fibrilles
Les fibrilles amyloïdes (cf. figure 1.1) sont des agrégats de protéines très bien organisés en
feuillets bétaplissés avec une grande variété de structures et de fonctions [5]. Différentes tech-
niques sont utilisées afin d’étudier ces fibrilles amyloïdes comme notamment la microscopie
électronique en transmission (TEM), la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier
(FTIR) ou encore la diffraction à rayons X [6, 7]. Ces fibrilles font entre 7 et 10 nm de dia-
mètre, et sont visibles en microscopie électronique sous forme d’épingles [8]. Le rouge Congo
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est généralement utilisé comme marqueur afin de les détecter en microscopie [9].
Figure 1.1 – Organisation structurelle des fibrilles amyloïdes. Plaque amyloïde (gauche), élec-
tromyographe de fibrilles (milieu) et feuillets bêta (droite)
[10]
La présence d’un précurseur protéique est une condition nécessaire à la formation et au
dépôt des fibrilles amyloïdes. La conversion de la structure native du précurseur en une struc-
ture secondaire bêtaplissée antiparallèle est un processus pathologique proche du repliement
physiologique des protéines. Il apparaît pour des protéines ayant une propension naturelle à
adopter une conformation anormale devenant apparente avec l’âge. Le remplacement d’un
ou de plusieurs acide aminés d’une protéine normalement pas ou peu amyloïdogène peut éga-
lement être à l’origine de la formation de fibrilles. Enfin, le clivage d’un précurseur protéique
peut également favoriser la formation des fibrilles. Les fibrilles elles-mêmes sont susceptibles
de favoriser la modification conformationnelle des précurseurs protéiques solubles [1].
II Les amyloses à transthyrétine
Deux formes d’amyloses à TTR existent : une forme commune où le précurseur est la TTR
non mutante, il s’agit de l’amylose sénile cette dernière touche jusqu’à 25% de la population
âgée de plus de quatre vingt ans [11] et une forme plus rare, où le précurseur est la TTR
mutante.
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II.1 La transthyrétine (TTR)
La TTR a été fortuitement découverte pour la première fois, par Kabat, dans le liquide
céphalo-rachidien (LCR) en 1942 [12], elle a ensuite été identifiée dans le sérum, par Schultze
en 1956 [13]. A l’origine, le rôle fonctionnel de la TTR était inconnu, il a fallu près d’une
quarantaine d’années de travaux afin d’identifier les propriétés physico-chimiques ainsi que
le rôle physiologique de la TTR et pour que son nom lui soit donné. En effet, en 1974, la
séquence de la TTR fut publiée (cf. figure 1.2) [14]. Elle fut tout d’abord appelée préalbumine.
Ce nom lui vient de sa tendance à migrer avant l’albumine sur un gel d’électrophorèse, en
milieu basique. Ensuite, après la découverte de sa propriété de transport de la thyroxine, elle
fut appelée TBPA (thyroxine binding prealbumine). Finalement, le nom transthyrétine fut
adopté en 1981 afin d’éviter les confusions avec la proalbumine [15].
Figure 1.2 – Séquence de la transthyrétine
[14]
La TTR est une holoprotéine de 127 acides aminés, codée par un gène localisé sur le chro-
mosome 18 (18q23) [16]. Elle est essentiellement synthétisée par le foie, mais elle peut aussi
être synthétisée dans le plexus choroïde et la rétine. Il s’agit d’une protéine tétramérique de
55 kDa (voir figure 1.3). Elle porte latéralement sur l’un des monomères la protéine de trans-
port du rétinol (retinol binding protein) (RBP), seul vecteur sanguin du rétinol (forme alcoolique
de la vitamine A) [17]. La TTR assure également, dans le sang et le LCR, le transport de la
thyroxine (T4), hormone thyroïdienne [18]. Sa concentration plasmatique est influencée par
plusieurs facteurs physiologiques comme l’âge et le sexe à la suite de modifications de syn-
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thèse hépatique liées aux œstrogènes et aux androgènes [19]. Elle atteint des concentrations
variant entre 0,2 et 0,4 g/L [20]. La concentration de la TTR dans le LCR est moindre, de
l’ordre du dixième de milligramme par litre [21, 22].
Figure 1.3 – Représentation tridimensionnelle du tétramère de la TTR. Chaque monomère
est représenté en une couleur différente. Les flèches en gras représentent les sites de fixation
de la RBP/vitamine A
[23]
II.2 Amylose à TTR non mutante
La TTR présentant une structure en feuillets bêtaplissé, cette protéine a une tendance
naturelle à former des fibrilles amyloïdes. Cependant, l’amylose à TTR non mutante apparaît
tardivement dans la vie, d’où le nom d’amylose sénile. Elle est le plus souvent asymptomatique
et découverte fortuitement lors d’autopsies, sauf dans le cas où les dépôts amyloïdes se font
sur le muscle cardiaque, dans ce cas (25% des cas), elle est beaucoup plus grave puisqu’elle
entraîne une insuffisance cardiaque quelquefois fatale [24].
II.3 Amylose à TTR mutante
L’amylose à TTR mutante est plus rare que l’amylose sénile, elle apparaît plus tôt dans la
vie. En 2003, Connors a dressé une liste répertoriant une centaine de mutations du gène de
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la TTR [25]. En 2012, cette liste a été actualisée, 113 mutations du gène de la TTR ont été
ainsi reportées [20]. Il peut s’agir de mutations simples, doubles ou même de délétions. Dans
la plupart des cas, elles ont pour conséquence la déstabilisation du tétramère de la TTR, sa
dissociation conduisant à des espèces partiellement dépliées susceptibles de s’auto-assembler
en fibrilles amyloïdes (cf. figure 1.4).
Figure 1.4 – Mécanisme de formation des fibrilles amyloïdes de la TTR
[26]
Selon la (les) mutation(s) du gène, les tissus et organes principalement touchés par ces
dépôts de substance amyloïde sont les nerfs périphériques, les tissus du système nerveux au-
tonome et certains organes tels que le cœur et plus rarement l’œil, le rein et les méninges. Cer-
taines mutations seront ainsi à l’origine de formes d’amyloses agressives tandis que d’autres
conduiront à une atteinte moins sévère. L’amylose à TTR mutante, dénommée polyneuro-
pathie amyloïde familiale à TTR (FAP à TTR), est une maladie héréditaire à transmission
autosomique dominante. Cette maladie a été décrite pour la première fois au Portugal par
Andrade en 1952 [27]. Par la suite, elle a été décrite au Japon [28] et en Suède [29]. Pendant
longtemps, ces trois zones ont été considérées comme des zones endémiques. Mais la FAP à
TTR a été découverte par la suite un peu partout dans le monde notamment en France, en
Italie ainsi qu’aux Etats-Unis. La FAP à TTR est actuellement détectée dans le monde chez
environ 700 familles. En France, plus de 300 cas ont été diagnostiqués et sont associés à une
quinzaine de variants de TTR, les principaux étant : TTR Val30Met (le plus fréquent), TTR
Thr49Ala, TTR Ser77Tyr et TTR Ile107Val.
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II.3.1 Manifestations cliniques des FAP à TTR
Généralement, la FAP à TTR est une affection qui évolue lentement, elle conduit à un han-
dicap croissant. Ses manifestations révélatrices sont variées. Elles peuvent être neurologiques,
dues à l’accumulation des fibrilles amyloïdes sur les nerfs périphériques, et extra-neurologiques
dues à l’accumulation de ces fibrilles sur d’autres organes comme l’œil, le cœur, etc.
Les manifestations neurologiques traduisent des dérèglements des nerfs périphériques.
Ces dérèglements peuvent être sensitifs ou moteurs. Aux premiers stades, les patients parlent
de douleurs intenses (type brûlure) et spontanées, de sensations désagréables type fourmille-
ment ou engourdissement dans les mains et/ou les pieds, de perte progressive de la sensibilité
des pieds et des mains, notamment les patients parleront de blessures ou de brûlures qu’ils
n’ont pas subies. A un stade plus avancé, des faiblesses dans les membres apparaissent ce qui
gêne progressivement la marche ou l’accomplissement de gestes précis [30].
Les manifestations extra-neurologiques peuvent aussi survenir seules ou en accompagne-
ment des manifestations neurologiques. Parmi elles, les manifestations cardiaques sont les plus
répertoriées (80% des cas de FAP à TTR) et aussi les plus graves. En effet, le dépôt amyloïde
sur le muscle cardiaque peut induire une cardiomyopathie restrictive, des épisodes d’arythmie
et de troubles graves de la conduction, ce qui conduit à des malaises, syncopes ou même à
la mort subite [31]. Des manifestations oculaires ont aussi été répertoriées dans 10% des cas
de FAP à TTR. Elles induisent une opacité vitreuse qui conduit à une perte progressive de
la vue, ou encore une obstruction trabéculaire (obstruction du canal d’humeur aqueuse qui
gère la pression intraoculaire) ce qui cause des glaucomes. Les autres manifestations extra-
neurologiques peuvent concerner les reins, causant des insuffisances rénales. Par ailleurs, une
perte excédant 10% du poids du corps et la cachexie sont des manifestations inévitables de la
maladie [11, 30].
II.3.2 Diagnostic des FAP à TTR
Le diagnostic de la FAP se fait sur plusieurs étapes. Tout d’abord, un examen médical cli-
nique, reposant sur un questionnaire permettant de recueillir les éléments évocateurs de la
maladie cités ci-dessus et aussi de l’historique familial. Cet examen permet entre autres d’éva-
11
CHAPITRE 1 - A - II
luer la perte de sensibilité des pieds ainsi que les réflexes. Des tests d’évaluation des atteintes
extra- neurologiques sont aussi faits, notamment des examens cardiaques incluant des électro-
cardiogrammes afin de détecter une éventuelle hypertrophie cardiaque causée par les dépôts
amyloïdes. Des examens oculaires et rénaux sont également faits de manière périodiques. Le
recueil des symptômes cliniques permet la suspicion du diagnostic. Il est confirmé ensuite en
ayant recours à plusieurs approches complémentaires : l’histopathologie, la génomique et la
protéomique.
Une biopsie de tissus (nerf sensitif, glandes salivaires, etc.) est ainsi effectuée afin de véri-
fier la présence de dépôts amyloïdes. Cette confirmation se fait principalement par des tests
d’affinité avec le rouge Congo. Afin d’identifier le type de fibrilles amyloïdes présent, des ana-
lyses par immunohistochimie reposant sur l’utilisation d’anticorps dirigés contre les protéines
formant le dépôt amyloïde peuvent être réalisées [32, 33]. Cette méthode ne permet pas de
faire la différence entre une amylose à TTR mutante et une amylose sénile.
L’approche génomique repose quant à elle sur un test ADN réalisé à partir d’un échantillon
sanguin, un frottis salivaire ou du tissu prélevé [34], et permet de préciser la ou les mutations
du gène de la TTR à l’origine de la pathologie.
Enfin la détection et la caractérisation des variants de la TTR peuvent être atteintes en
ayant recours à différentes techniques d’analyse couramment utilisées en analyse protéo-
mique : l’électrophorèse sur gel [35], la chromatographie liquide [36] et la spectrométrie de
masse [37, 38, 39, 40]. L’efficacité de ces méthodes de screening et le choix des méthodologies
à mettre en œuvre dans la caractérisation des variants de TTR dépend des données cliniques
et de l’histoire de famille disponibles.
Ainsi, la focalisation isoélectrique sur gel est simple à mettre en œuvre et rentable mais
n’est pas capable de distinguer par exemple la TTR sauvage du variant TTR Val30Met parce
qu’il n’y a pas de changement dans le point isoélectrique de la protéine. La spectrométrie de
masse est devenue une approche quasi incontournable dans l’étude et la caractérisation des
biomolécules, notamment pour l’étude structurale des peptides et des protéines. Le potentiel
des différentes techniques de spectrométrie de masse telles que l’ESI- MS/MS et le MALDI-
TOF MS a été exploité pour l’analyse des variants de la TTR puisque la substitution d’un
12
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acide aminé entraînent un changement de masse de la protéine. La plupart des études réali-
sées à ce jour pour la détection de la présence de la TTR mutante repose sur la méthodologie
suivante : après extraction de la TTR du sérum, l’identification par spectrométrie de masse
des variants de la TTR est réalisée soit directement sur les formes entières de la protéine en
mesurant la différence de masse entre la protéine native et mutante, soit sur les peptides gé-
nérés par hydrolyse chimique ou enzymatique de la protéine. En effet, la cartographie par
mesure des masses moléculaires de mélanges peptidiques obtenus par digestion enzymatique
est une méthode performante permettant d’identifier une protéine. Il est possible de mettre
ainsi en évidence des différences de masse moléculaire correspondant à la présence de modifi-
cations post-traductionnelles ou à des modifications de la séquence primaire en acides aminés,
par comparaison entre la masse théorique attendue et la masse expérimentale mesurée pour
chaque peptide.
Pour l’étape d’isolement et de purification de la TTR du sérum, deux techniques ont
été principalement décrites dans la littérature : l’immuno-affinité [41, 39, 42, 43] et l’élec-
trophorèse sur un gel de polyacrylamide en présence de SDS (PAGE-SDS) [39, 42, 43, 44].
L’immuno-affinité est une technique qui emploie des anticorps spécifiques de la protéine d’in-
térêt pour complexer celle-ci. Dans le cadre de l’extraction de la TTR, des anticorps de lapin
anti-TTR humain sont généralement utilisés, l’élution de la protéine se faisant par un tampon
de L-glycine pH 2,8 [41]. L’électrophorèse PAGE-SDS permet la séparation des protéines
selon leurs masses moléculaires. En présence de SDS toutes les protéines sont chargées né-
gativement et migrent dans un champ électrique à une vitesse inversement proportionnelle à
leurs masses moléculaires pour former des bandes de séparation sur le gel où chaque bande
correspond aux protéines de même masse moléculaire (bande de 13,8kD pour la TTR).
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II.3.3 Traitement des FAP
Le traitement des FAP à TTR est complexe et nécessite souvent une prise en charge plu-
ridisciplinaire en premier lieu neurologique et cardiologique. Ce traitement va donc consister
d’abord en un traitement symptomatique des manifestations nerveuses périphériques et végé-
tatives (digestive, urinaire...) ainsi que celui des organes touchés par l’amylose (cœur, yeux...)
[45]. Ensuite, le traitement des causes de la maladie est envisagé et pour cela différentes stra-
tégies peuvent être utilisées : les greffes et/ou les traitements pharmacologiques.
a) Traitements des FAP par la transplantation
La TTR mutante étant principalement produite par le foie (plus de 90%), le premier trai-
tement qui a été mis en place pour les FAP à TTR est la transplantation hépatique. La toute
première greffe hépatique a été faite en Suède en 1990 [46]. En raison des résultats promet-
teurs de cette méthode, elle a été très vite employée dans d’autres pays. Un total de 54 centres
médicaux dans 16 pays différents la pratique [47]. Pendant les vingt dernières années, plus
de 2000 patients atteints de FAP à TTR ont subi une transplantation hépatique [48]. Pour
ces patients, ce traitement s’est montré très efficace vu qu’il permet de stopper, dans les 2/3
des cas, la progression de la maladie. Cette efficacité est d’autant plus importante que le trai-
tement est mis en place de façon précoce [49]. Cependant, ces résultats sont issus d’études
ayant été surtout menées sur des personnes ayant le variant le plus retrouvé dans les FAP :
Val30Met [50]. En effet, pour les autres variants non Val30Met, l’évolution de la maladie après
la transplantation est très variable [30].
Comme nous l’avons décrit précédemment, les neuropathies chez les patients atteints de
FAP à TTR peuvent être associées à d’autres manifestations. Ces manifestations peuvent être
cardiaques, rénales, digestives, oculaires, etc. Dans ces cas, le traitement symptomatique de
ces complications est appliqué. Par exemple, dans le cas d’une défaillance cardiaque, plusieurs
scénarios peuvent être envisagés, la pose d’un pacemaker, un traitement par diurétiques ou
encore une transplantation cardiaque associée à la transplantation hépatique [51]. Dans le cas
d’une défaillance rénale, une dialyse ou une transplantation rénale associée à la transplantation
hépatique peuvent être envisagés. Dans ce sens, tout un arsenal de traitements de toutes les
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manifestations est employé afin d’améliorer la qualité de vie des patients [52].
b) Traitements pharmacologiques
Pour les patients non candidats à la greffe hépatique (patients âgés de plus de 70 ans, etc.)
plusieurs stratégies ont été élaborées afin de traiter les FAP à TTR. Une des stratégies théra-
peutiques envisagées est l’utilisation de petites molécules qui stabilisent le tétramère de TTR
en vue d’inhiber la formation de fibrilles amyloïdes.
Nous avons parlé précédemment du rôle de la TTR qui était, entre autre, le transport de
la thyroxine T4. Il a été démontré lors d’une étude que la thyroxine T4 était un stabilisateur
de la TTR et donc un inhibiteur de la formation de fibrilles [53]. Des molécules analogues à
la thyroxine ont donc été évaluées pour voir le pouvoir stabilisant sur la TTR, et certaines ont
été retenues comme l’acide flufenamic [54].
D’autres études ont aussi été menées sur les phénols naturels qui peuvent inhiber diffé-
rentes étapes dans la formation des fibrilles amyloïdes de TTR. Suite à cela, certaines mo-
lécules comme la curcumine (curcuma) ou l’acide nordihydroguaiaretique (NDGA) (arbre à
créosote) ou l’epigallocatechine gallate (EGCG) (thé vert), se sont montrées prometteuses in
vitro sur l’inhibition de la formation des fibrilles [55, 56, 57].
Après plusieurs années d’études, plusieurs molécules ont été retenues afin de faire des
tests cliniques. En 2004, le diflunisal (commercialisé par Merck sous le nom de Dolobid),
un anti- inflammatoire non stéroïdien a été proposé pour le traitement des FAP à TTR. En
effet, cette molécule se lie aux sites de fixation de la T4 et stabilise ainsi le tétramère de
la TTR empêchant la formation des fibrilles amyloïdes [58]. Cependant, comme la plupart
des anti-inflammatoires, le diflunisal a un certain nombre d’effet secondaires, notamment
sur le système digestif (problèmes gastriques, ulcères, etc.). Il pourrait donc aggraver certains
symptômes des FAP. Une autre unemolécule a aussi été commercialisée pour le traitement des
FAP : le tafamidis (cf. figure 1.5) (commercialisée par Pfizer sous le nom de Vydaqel). Cette
molécule agit aussi en stabilisant la TTR circulant dans le sang, la rendantmoins amyloïdogène.
Cette molécule fut une avancée majeure dans le cadre de l’élaboration de traitement des FAP,
cependant, il a été démontré que son efficacité était bonne pour les variants Val30Met mais
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médiocre pour les autres variants. C’est pour cette raison que les études se poursuivent afin
de trouver d’autres molécules qui seront plus efficaces pour les autres variants de FAP à TTR.
Figure 1.5 – Formule brute et développée du tafamidis
[59]
D’autres perspectives thérapeutiques reposant sur la thérapie génique sont envisagées. Il
s’agit du silençage génique (cf. figure 1.6). Il implique l’utilisation d’oligonucléotides antisens
et d’ARN interférents qui réduisent la production de la TTR en empêchant la lecture des ARN
messagers par les cellules. Ce traitement a été testé sur les souris avec de très bons résultats
obtenus [60] et est en cours d’essais cliniques [61].
Figure 1.6 – Schéma de principe du silençage génique
Les différentes approches thérapeutiques actuelles et en cours de développement que nous
venons de présenter sont regroupées sur les figures 1.7 et 1.8.
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Figure 1.7 – Différentes stratégies thérapeutiques en cours de développement pour le traite-
ment des neuropathies amyloïdes familiales à TTR
[45]
Figure 1.8 – Recommandations thérapeutiques des neuropathies amyloïdes héréditaires
[45]
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B Electrophororèse capillaire et spectrométrie de masse
pour l’analyse des peptides et des protéines
Comme nous venons de le voir, l’approche protéomique actuellement mise en œuvre pour
la détection des variants de la TTR chez les patients atteints de FAP à TTR repose essentiel-
lement sur le potentiel de la spectrométrie de masse couplée ou non à la séparation chroma-
tographique des formes sauvage et mutante de la protéine. Cette technique, que nous avons
utilisée au cours de nos travaux et dont le principe sera brièvement présenté dans la dernière
partie de ce chapitre introductif, est un outil puissant pour l’analyse des peptides et protéines.
Mes travaux de thèse ont consisté à développer une technique alternative, jusqu’alors non
exploitée pour l’étude des variants de la TTR, reposant sur la séparation électrocinétique en
veine liquide de fragments d’intérêt de la protéine. Dans cette partie, les principales caracté-
ristiques de l’électrophorèse capillaire, méthode de choix pour la séparation des peptides et
protéines, seront présentées.
I L’électrophorèse capillaire (EC)
L’électrophorèse capillaire a été développée dans les années 1980. Elle permet la sépara-
tion d’un grand nombre de molécules (petits ions inorganiques, peptides, protéines, polysac-
charides, etc.). Elle regroupe plusieurs modes de séparation, selon la nature de l’électrolyte
de séparation et du capillaire utilisé (électrophorèse de zone, électrophorèse micellaire, élec-
trophorèse sur gel, isoélectrofocalisation, électrochromatographie). L’EC est une méthode
d’analyse désormais reconnue en raison de ses qualités intrinsèques : efficacité et résolution
élevées, rapidité et automatisation des séparations, faible consommation d’échantillons et de
tampons de séparation (en général dénués de solvants organiques), compatibilité avec de nom-
breux détecteurs [62].
I.1 Les phénomènes de transport en EC
En électrophorèse capillaire, le transport des espèces chargées se fait grâce à deux phé-
nomènes : la mobilité électroosmotique et la mobilité électrophorétique.
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I.1.1 Mobilité électroosmotique
Lorsqu’un capillaire de silice vierge est rempli d’un électrolyte, les cations présents dans
l’électrolyte sont attirés vers les charges négatives de la surface du capillaire (liées à l’ionisation
des groupements silanols) formant ainsi une double couche électrique. Cette double couche
est formée d’une couche statique (couche de Stern) et une couche diffuse (couche de Gouy-
Chapman) (cf. figure 1.9). Cette double couche est caractérisée par une différence de potentiel
appelée potentiel zéta (ζ). Le potentiel ζ (V) dépend de l’épaisseur de la double couche et de
la densité des charges et est exprimé comme suit :
ζ =
δσ
ε0εr
(1.1)
Avec :
σ = densité de charges par unité de surface (C.m−2)
ε0 = permittivité du vide (C.V
−1.m−1)
εr = constante diélectrique du milieu (permittivité relative)
δ = épaisseur de la double couche (m)
L’épaisseur de la double couche (δ) étant définie par :
δ =
√
ε0εrRT
2IF ²
(1.2)
Avec :
R = la constante des gaz parfaits (8,32 J.mol−1 .K−1)
T= Température absolue (K)
I= Force ionique du milieu (mol.L−1)
F=La constante de Faraday 96485 (C.mol−1)
Lors de l’établissement d’un champ électrique tangentiel à cette interface, les cations présents
dans la couche diffuse migrent vers la cathode, provoquant ainsi un flux appelé flux élec-
troosmotique. La vitesse linéaire de ce flux Veo (m.s
−1) est proportionnelle à l’intensité du
champ électrique appliqué E (V.m−1) et à la mobilité électroosmotique µeo (m2.V−1.s−1) et
19
CHAPITRE 1 - B - I
est exprimée par :
Veo = µeoE =
−δσ
η
E (1.3)
Avec η (Pa.s) la viscosité du liquide dans la couche de diffusion.
Figure 1.9 – Schéma représentant la double couche et le flux électro-osmotique au sein d’un
capillaire de silice vierge
Il est important, afin de réussir des séparations efficaces et répétables en électrophorèse
capillaire de contrôler le flux électroosmotique. Ceci nécessite de contrôler les différents pa-
ramètres dont dépend Veo : composition de l’électrolyte (viscosité, pH, force ionique, nature,
etc.), nature et dimensions du capillaire, champs électrique appliqué, température.
I.1.2 La mobilité électrophorétique
La mobilité électrophorétique d’un ion est fonction de sa charge électrique et de son rayon
hydrodynamique. La vitesse linéaire constante appelée vitesse électrophorétique qu’atteint un
analyte chargé soumis à un champ électrique obéit à la relation suivante :
Vep = µepE =
q
6piηr
E (1.4)
Avec Vep la vitesse électrophorétique de la molécule chargée (m.s
−1 ), µep sa mobilité
électrophorétique effective (m2.V −1.s−1 ), E le champ électrique (V.m−1 ), q la charge de
l’analyte (C) et r le rayon de Stokes (m), η la viscosité du milieu (Pa.s).
Dans le cas où le pH du tampon est supérieur au point isoélectrique (pI) des protéines et
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peptides, ces molécules présentent une charge nette négative et migrent donc vers l’anode. A
l’inverse, les protéines et peptides possédant un pI supérieur au pH du tampon sont chargés
positivement, leur migration s’effectue alors vers la cathode. Le pH du tampon joue donc un
rôle prépondérant puisqu’il détermine l’état d’ionisation des protéines mais aussi influence
le flux électroosmotique. Plus le rapport charge/rayon hydrodynamique des protéines est
grand, plus elles migreront vite, minimisant leur diffusion et améliorant leur séparation. Pour
l’étude des protéines, un tampon de pH assez éloigné de leur pI doit être choisi afin d’éviter
tout phénomène de précipitation. L’analyse d’un échantillon contenant à la fois des analytes
chargés positivement et négativement sera généralement possible grâce à la présence du flux
électroosmotique, la vitesse de migration VM d’une espèce étant définie selon la relation :
VM = µappE (1.5)
Avec
µapp = µeo + µep (1.6)
I.2 Efficacité et résolution
L’efficacité d’un pic est traduite par le nombre de plateaux théoriques qui est exprimé par
la relation suivante :
N =
µappV
2Dm
= (
Leff
σl
)² =
(µeo + µep)Leff
2DmL
V (1.7)
Avec μapp la mobilité apparente (m
2.V−1.s−1 ), V la tension appliquée (V), Dm le coef-
ficient de diffusion du composé (m2.s−1 ), L la longueur totale du capillaire (m) et Leff la
longueur effective du capillaire (m).
En électrophorèse capillaire, des grandes efficacités de pics sont généralement obtenues.
Ces dernières proviennent du profil d’écoulement plat du flux électroosmotique (figure 1.10)
et d’une réduction importante du nombre de mécanismes de dispersion de bandes comme
l’anisotropie d’écoulement ou encore la résistance au transfert de masse dans la phase station-
naire, couramment retrouvés en HPLC.
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Figure 1.10 – Profil d’écoulement (a) parabolique en HPLC, (b) plat en EC
Nous pouvons aussi voir selon l’équation 1.7 que l’augmentation de la tension améliore
l’efficacité. Ceci est dû au fait que l’augmentation de la tension accélère la migration des ana-
lytes qui ont donc moins le temps de diffuser. Cependant, une augmentation trop importante
de la tension, peut en contrepartie induire un échauffement de l’électrolyte au sein du capil-
laire par effet Joule. Il faut donc, lors de l’optimisation d’une méthode, trouver une valeur
adéquate pour la tension appliquée de façon à obtenir une efficacité élevée.
La résolution (Rs) entre deux pics successifs en EC peut être exprimée :
Rs =
(µep2 − µep1)
√
N
4(µeo + µepmoy)
=
µep2 − µep1
4
√
2
√
V Leff
Dm(µeo + µepmoy)L
(1.8)
Avec : μepi la mobilité électrophorétique de l’espèce i, μeo la mobilité électroosmotique et
μep moy la moyenne des mobilités électrophorétiques, N le nombre de plateaux théorique, V
la tension appliquée (V), Dm le coefficient de diffusion du composé (m2.s−1), L la longueur
totale du capillaire (m) et Leff la longueur effective du capillaire (m).
De cette équation, nous constatons qu’afin d’augmenter Rs, il faut jouer sur les mobilités
des espèces et donc sur le pH et la composition de l’électrolyte support. Ainsi, la résolution
peut être améliorée en réalisant la séparation en mode contre-électroosmotique, condition
pour laquelle la valeur de la somme algébrique (μeo + μep moy ) est minimale.
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I.3 Limitations de l’EC
I.3.1 L’effet Joule
L’application d’une différence de potentiel aux extrémités du capillaire de séparation préa-
lablement rempli d’un électrolyte génère un échauffement de l’électrolyte par effet Joule. Cet
effet, lié à la production de la chaleur créée par passage du courant dans le capillaire, compte
parmi un des effets limitant des performances en EC. Tout d’abord, parce qu’il peut géné-
rer une température suffisamment élevée au sein du capillaire et alors causer la dénaturation
des échantillons biologiques [63]. D’autre part, cette augmentation de la température ne se
répartie pas uniformément dans le capillaire et pourra être à l’origine d’un gradient radial de
température et d’un profil parabolique à l’origine d’une perte d’efficacité et de résolution. La
température ayant une influence directe sur différents paramètres telles que la viscosité, la
permittivité diélectrique de l’électrolyte ou encore la constante de diffusion de l’analyte, une
élévation de température peut avoir des répercussions sur la qualité de la séparation si elle
n’est pas correctement dissipée par un système de thermostatage efficace du capillaire. Une
autre répercussion est la formation de bulles dans l’électrolyte en surchauffe [64].
Afin de limiter l’effet Joule, plusieurs techniques peuvent être utilisées. La conductivité de
l’électrolyte peut être limitée en diminuant la force ionique du tampon de séparation aqueux
[64], en réalisant la séparation avec des tampons isoélectriques [65], ou en présence de solvants
organiques [66]. La diminution du diamètre interne du capillaire permet également de limiter
l’effet Joule.
I.3.2 Le phénomène d’adsorption
L’EC est une technique particulièrement bien adaptée à l’analyse des peptides et protéines.
Cependant, la qualité des séparations est souvent altérée par leur tendance à s’adsorber de
façon plus ou moins réversible sur la silice fondue généralement utilisée comme capillaire de
séparation. L’adsorption est un phénomène dû aux différentes interactions (électrostatiques,
hydrophobes, etc.) entre les protéines et les parois du capillaire [67, 68, 69], provoquant une
perte d’efficacité, de résolution et de reproductibilité préjudiciable aux analyses. Elle dépend
de plusieurs paramètres tels que le pH, la force ionique de l’électrolyte, l’état de surface du
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capillaire, ainsi que des caractéristiques de la protéine considérée (pI, structure, hydrophobie).
Afin de lutter contre le phénomène d’adsorption des analytes, différentes stratégies peuvent
être mises en place. La plus simple consiste à jouer sur le pH et/ou la force ionique de l’élec-
trolyte [70]. Le pH de l’électrolyte peut être suffisamment bas pour éviter l’ionisation des
groupements silanols de la silice ou au contraire très élevé de façon à conférer aux peptides et
protéines une charge globale négative afin qu’il y ait répulsion vis-à-vis de la paroi du capillaire.
Les interactions protéine/capillaire peuvent également être atténuées en utilisant un tampon
de force ionique élevé, les ions de l’électrolyte rentrant alors en compétition avec les protéines
vis-à-vis des sites d’interaction de la silice. Il est également possible de réaliser un simple rin-
çage du capillaire par des solutions adaptées (base ou acide fort, tensioactif, solvant organique,
etc.) entre chaque analyse. Enfin, la dernière stratégie envisageable consiste à la modifier la
surface du capillaire par des agents de revêtements (amines, tensioactifs, polymère, etc.) [71].
Ces revêtements peuvent être dynamiques (réversibles) ou statiques (permanents). Dans le
premier cas, l’agent de revêtement est incorporé dans l’électrolyte et tapisse la surface du
capillaire au cours de la séparation. Dans le second cas, il est immobilisé sur la paroi du capil-
laire [72]. Les revêtements statiques sont obtenus soit par greffage covalent ou par adsorption
physique d’un polymère naturel ou synthétique sur les parois du capillaire [72, 67, 73, 74, 75].
I.4 Les principaux modes de séparation en EC
I.4.1 L’électrophorèse capillaire de zone
L’ECZ est le mode de séparation le plus simple à mettre en œuvre et le plus utilisé. Sous
l’effet d’un champ électrique constant, les analytes se déplacent dans le capillaire de séparation
rempli d’un tampon (aqueux, hydroorganique ou organique) de pH et de force ionique fixés,
en fonction de leur mobilité électrophorétique (dépendant du rapport charge électrique/vo-
lume hydrodynamique) et de l’amplitude du flux électroosmotique. Le mécanisme de sépa-
ration repose sur les différences de mobilité électrophorétique existant entre les analytes à
séparer, ce qui doit se traduire par des vitesses de migration différentes dans le tampon d’élec-
trophorèse à l’intérieur du capillaire.
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I.4.2 La chromatographie électrocinétique micellaire
En EC, la séparation des molécules neutres est restée un problème jusqu’à l’introduction de
la chromatographie électrocinétique micellaire par Terabe et al. en 1984 [76]. Bien qu’il s’agisse
de séparations électrocinétiques, la dénomination « chromatographie » vient du principe de ce
mode. En effet, il est fondé sur le partage du soluté entre la phase micellaire et la solution. Un
tensioactif anionique ou cationique est ajouté au tampon de séparation à une concentration
supérieure à sa concentration micellaire critique. La vitesse de migration d’un composé est
fonction de son coefficient de partage entre le cœur hydrophobe des micelles et la phase
aqueuse ionique. Bien que cette technique ait été développée à l’origine pour la séparation des
composés neutres, la chromatographie électrocinétique micellaire représente aussi un moyen
de séparer des composés chargés qui ont des mobilités électrophorétiques voisines en utilisant
des tensioactifs chargés, neutres ou amphotères. La séparation des analytes dépend d’une
combinaison de facteurs : le rapport charge/masse, l’hydrophobicité et les interactions de
charges à la surface des micelles chargées.
I.4.3 La focalisation isoélectrique capillaire
La focalisation isoélectrique capillaire (CIEF), introduite en 1985 par Hjertén et Zhu [77],
permet de séparer les protéines en fonction de leur point isoélectrique (pI) dans un gradient
de pH généré par des ampholytes soumis à un champ électrique. Une séparation en CIEF se
déroule en plusieurs étapes : les analytes sont d’abord focalisés dans un gradient de pH puis,
lorsque l’état d’équilibre est atteint, une étape de mobilisation de ces analytes vers le détecteur
est mise en place. Les extrémités du capillaire, préalablement rempli d’échantillon contenant
les protéines et les ampholytes, plongent dans un catholyte (solution alcaline) et un anolyte
(solution acide). Sous l’action du champ électrique, les ampholytes migrent jusqu’à atteindre
une zone où ils ne possèdent plus de charge nette créant ainsi au sein du capillaire un gradient
de pH. Ils tamponnent la région où ils se focalisent. De la même façon, les protéines vont
migrer et se focaliser dans une zone de pH correspondant à leur point isoélectrique (pI),
c’est-à-dire où leur charge nette est nulle pour former des zones focalisées étroites.
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I.4.4 L’électrophorèse capillaire en gel
Cette méthode est inspirée de l’électrophorèse sur gel conventionnel. Une matrice permet-
tant un tamisage moléculaire est présente dans le capillaire et de façon à conférer à toutes
les protéines une charge négative et une mobilité électrophorétique identique, les séparations
sont réalisées en présence de SDS. Le mécanisme principal de séparation est fondé sur les
différences de taille des protéines quand celles-ci migrent à travers les pores du gel. Les gels
utilisés sont généralement constitués de copolymères acrylamide-bisacrylamide. Leur prépa-
ration nécessite un traitement avec un silane di-fonctionnel qui polymérise in situ les mono-
mères à l’intérieur des capillaires, les gels ainsi formés se greffent à la paroi et sont capables de
résister aux écoulements électroosmotiques. Actuellement l’agarose ou les polymères linéaires
hydrosolubles dits « remplaçables » sont utilisés pour la séparation, ils permettent de créer des
réseaux enchevêtrés qui peuvent être facilement éliminés par simple rinçage du capillaire [78].
I.4.5 L’électrochromatographie capillaire
Dans l’électrochromatographie capillaire, le capillaire est rempli avec un support chroma-
tographique, ce qui fait de cette technologie une méthode hybride entre la chromatographie
en phase liquide et l’électrophorèse capillaire. La phase mobile (tampon électrophorétique et
solvant organique) est en contact avec la silice et avec les surfaces particulaires, en consé-
quence, le courant d’électroendosmose se produit dans la double couche qui existe au niveau
de toutes les interfaces solide-liquide. Ce courant d’électroendosmose est généré uniformé-
ment tout au long du capillaire et sa vitesse est indépendante du capillaire et du diamètre de la
particule [79]. Le débit du solvant est lié au courant d’électroendosmose et est plus uniforme
que celui que l’on peut obtenir en HPLC [80]. Les solutés se déplacent selon deux processus,
l’un de migration électrophorétique, l’autre de rétention chromatographique.
I.5 Les principaux modes de détection en EC
I.5.1 La détection UV-Visible
La détection UV-visible s’effectue directement à partir du capillaire (20 à 100 μm de dia-
mètre interne) dont une très faible section va servir de cellule de détection. Cette détection
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est la plus utilisée car elle est la plus facile à mettre en œuvre. Elle permet de détecter les
molécules qui absorbent dans l’UV et le visible. La réponse de ce type de détecteur est fondée
sur la loi de Beer-Lambert :
A = −log(IT
I0
) = ε(λ)lC (1.9)
Avec :
I0= intensité optique transmise
IT= intensité optique de référence
ε (λ)= coefficient d’extinction molaire du soluté a la longueur d’onde λ (mol
L−1 m−1)
l= la longueur du trajet optique (m)
C= la concentration du soluté dans l’éluant (mol.L−1)
Il existe plusieurs types de spectrophotomètres principalement utilisés actuellement :
 Les détecteurs à longueur d’onde fixe utilisant des lampes à mercure, deutérium, cad-
mium ou zinc avec sélection de la longueur d’onde par filtre.
 Les détecteurs à longueur d’onde variable avec des lampes à deutérium ou tungstène
avec une sélection de longueur d’onde par un monochromateur.
 Les détecteur à barrettes de diodes.
I.5.2 La détection par fluorescence induite par laser (LIF)
a) Principe et instrumentation
La fluorescence induite par laser (LIF) est l’émission optique qui provient des molécules
qui sont excitées par une absorption de radiations électromagnétiques (Figure 1.11). Ces ra-
diations sont issues d’un laser. Le laser a la propriété d’émettre des radiations intenses et très
focalisées ce qui permet d’atteindre des limites de détection très faibles.
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Figure 1.11 – Diagramme de Jablonski pour la fluorescence
Le couplage EC-LIF est simple à mettre en œuvre, la détection s’effectuant directement à
travers le capillaire. Ce couplage confère une grande sensibilité de détection c’est pourquoi il
est de plus en plus utilisé en analyse des biomolécules [81]. Des limites de détection de l’ordre
du picomol ou femtomol ont déjà été décrites [82, 83]. Cependant, ce mode de détection
nécessite la plupart du temps un marquage des peptides et des protéines par un fluorophore
car la fluorescence native de certaines molécules biologiques n’est exploitable qu’en utilisant
un laser UV (λex= 266nm).
Le schéma de principe d’un détecteur LIF est présenté sur la figure 1.12. Tout d’abord, un
rayon laser est produit par la source et se trouve dévié par un miroir dichroïque qui permet de
réfléchir certaines longueurs d’onde et de laisser passer d’autres. Ce faisceau passe ensuite par
un bloc de filtres contenant notamment un filtre coupe bande permettant de ne laisser passer,
en excitation, que la longueur d’onde d’intérêt tout en atténuant l’intensité du laser. De ce bloc
filtres, sort donc un faisceau laser atténué qui permet d’exciter les molécules fluorescentes à
travers la fenêtre de détection du capillaire. Une fois ces molécules excitées, elles vont émettre
une fluorescence à une longueur d’onde supérieure à celle d’excitation (cf. figure 1.11). Cette
lumière émise, repasse par différents filtres (qui sélectionnent la bande d’émission choisie)
avant d’arriver au photomultiplicateur. Ce dernier permet de faire une détection sensible des
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photons émis.
Figure 1.12 – schéma d’un détecteur LIF. Faisceau d’excitation (trait plein). Faisceau d’émis-
sion (tirets)
b) Marquage fluorescent des peptides et protéines
Le marquage par fluorescence est une modification des analytes, obtenue en associant de
façon covalente ou non covalente l’analyte à un fluorophore susceptible d’être excité optique-
ment [84]. Cette modification est généralement réalisée de façon à permettre une détection
plus sensible et/ou une amélioration de la sélectivité de la séparation.
Si quelques travaux font état de méthodologies de marquage non covalent pour l’ana-
lyse EC-LIF de peptides/protéines [85, 86], le marquage covalent, où l’agent fluorophore
réagit sur la molécule à analyser et établit une liaison covalente avec celle-ci, est de loin le
plus fréquemment employé. Les principales fonctions chimiques des peptides et protéines
susceptibles de réagir avec ce type de marqueurs sont les amines, les carboxyles et les thiols, la
dérivation des groupements amines étant la plus fréquemment réalisée en raison de la multi-
tude de fluorophores commercialisés à cet effet [87]. Différents modes de marquage existent :
le marquage pré-capillaire, le marquage intra-capillaire et le marquage post- capillaire.
Les modes de marquage
 Dérivation pré-capillaire
La dérivation pré-capillaire est de loin le type de marquage le plus utilisé. Il consiste à
faire la réaction de marquage avant l’injection dans le capillaire. C’est un mode de mar-
quage qui laisse une grande liberté de choix des réactifs fluorescents ou fluorogènes à
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utiliser. Certaines réactions de dérivation peuvent nécessiter une haute température ou
encore des temps de réaction longs. Par ailleurs, il est parfois nécessaire pour certaines
applications de faire un traitement de l’échantillon avant analyse comme éliminer l’ex-
cès de réactif ou encore dessaler l’échantillon. La dérivation pré-capillaire permet de
faire toutes ces étapes en amont de l’analyse.
 Dérivation intra-capillaire
Dans la dérivation intra-capillaire, la réaction de dérivation se fait dans le capillaire.
Cette dérivation peut se faire au début (at inlet), au milieu (zone-passing), ou dans tout
le capillaire (throughout-capillary). Ces marquages sont généralement utilisés lors de la
dérivation d’échantillons de faible volume car il permet d’éviter les pertes par dilution
ou évaporation [88]. Deux modes d’injection existent, le mode tandem, où l’échan-
tillon et le réactif sont injectés successivement et le mode sandwich, où on injecte le
réactif puis l’analyte puis le réactif. Vu le faible temps de mélange entre le réactif et
l’échantillon à dériver, il est important de choisir des réactifs ayant une bonne réacti-
vité et des conditions où le rendement de la réaction est important.
 Dérivation post-capillaire
C’est lorsque la réaction de dérivation a lieu après la séparation. Il est généralement
utilisé lorsque les dérivés sont instables [89]. Ce mode de dérivation permet d’éviter
les interférences causées par les produits secondaires issus de la réaction ainsi que
l’éventuel élargissement des pics causé par la dérivation. En revanche, cette méthode
a des inconvénients tels qu’un effet négatif sur l’efficacité de pics, perte d’analyte, des
réactions de marquage incomplètes ainsi qu’un bruit de fond élevé [88].
Différents fluorophores
Le choix d’un bon marqueur est une tâche importante, orientant toute la suite du dévelop-
pement analytique. Une multitude de marqueurs covalents a été développée pour la dérivation
des peptides et des protéines. La plupart d’entre eux peuvent réagir avec les amines primaires
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ou secondaires des acides aminés, d’autres réagissent avec les groupements thiols des résidus
cystéine [87, 90] et d’autres encore, bien moins fréquemment utilisés, réagissent avec les acides
carboxyliques. Ces agents de dérivation, peuvent par ailleurs être fluorescents ou fluorogènes.
Les réactifs fluorescents possèdent des propriétés de fluorescence avant et après la réaction
de marquage, tandis que les réactifs fluorogènes, qui ne sont pas initialement fluorescents, ne
présentent une émission de fluorescence qu’après avoir réagi.
Un dérivé fluorescent est caractérisé par une longueur d’onde d’excitationmaximale et une
longueur d’onde d’émission maximale. Pour obtenir la meilleure sensibilité possible, l’agent
fluorophore doit posséder les caractéristiques suivantes : i) le dérivé fluorescent formé doit
avoir un quantum de fluorescence élevé ii) le marqueur devra fluorescer le moins possible
à la longueur d’onde d’émission du dérivé fluorescent afin de ne pas interférer au niveau
de la détection des dérivés iii) l’agent fluorophore devra être le plus spécifique possible afin
d’éliminer les risques d’interférences.
Nous ne décrirons ci-dessous que les principaux agents régissant sur les groupements
amines, ces marqueurs étant de loin les plus fréquemment utilisés pour le marquage de pep-
tides et protéines. Les marqueurs fluorescents comme la fluorescéine et ses dérivés tels que le
FITC [91, 92], le NHS-Fluorescéine [93] ou encore le Fluoprobe 488 [94, 95], sont largement
utilisés pour le marquage des peptides et des protéines. Ces dérivés peuvent généralement être
excités avec le laser 488 nm, classiquement associé aux appareils d’électrophorèse capillaire
commercialisés. De nombreux travaux décrivent également l’utilisation de la rhodamine et
ses dérivés comme, pour les plus connus, la Rhodamine B [96, 97], la Rhodamine 110 [97],
le TAMRA [98] ou encore le TAMRA-SE [99, 100, 101]. Ces marqueurs fluorescents offrent
plusieurs avantages tels que la stabilité dans le temps et une bonne résistance au photoblanchi-
ment. Le marquage des peptides et des protéines par ces agents fluorescents et leur détection
en LIF avec des LOD de l’ordre du nanomolaire sont reportés dans ces différentes études.
Par ailleurs, des réactifs fluorogènes sont également disponibles pour l’analyse des peptides et
protéines. Nous citerons le CBQCA[102], le FQ [103, 104, 105] ainsi que le NDA [106]. Ces
trois réactifs présentent des structures proches, des limites de détections allant du μM au pM
ont été reportées [107, 108, 104]. Hormis ces réactifs, le NBD-F ainsi que le NBD-Cl sont
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également des réactifs fluorogènes très populaires réagissant en quelques minutes dans des
conditions douces avec des groupes fonctionnels amines [109, 110, 111].
I.5.3 La détection par spectrométrie de masse
Le couplage de l’électrophorèse capillaire avec la détection par spectrométrie de masse a été
introduit en 1987 par Olivares [112]. L’ECZ est bien adaptée au couplage avec la MS en raison
de l’utilisation de capillaire de silice et de l’existence du flux électroosmotique. Le mode d’io-
nisation des échantillons les plus fréquent est l’électronébulisation (ESI) avec interface à débit
coaxial permettant d’adapter les débits sortant des capillaires d’EC à ceux compatibles avec
les interfaces d’ionisation par électronébulisation. Bien que la majorité des couplages décrits
dans la littérature le sont avec une source ESI, d’autres types de sources peuvent être couplés
à l’ECZ [113]. A titre d’exemple, des couplages avec des interfaces d’ionisation MALDI ont
été décrites. Ces couplages peuvent être faits hors ligne [114] ou en ligne [115], même si cette
dernière méthode reste marginale. La sensibilité de détection obtenue en EC-MS est élevée,
les limites de détection étant environ 100 fois inférieures à celles obtenues en utilisant la dé-
tection absorptiométrique dans l’UV [116]. La principale limitation concerne la compatibilité
des tampons de séparation avec la source d’ionisation, la sélection de tampons volatils étant
nécessaire.
II La spectrométrie de masse (MS)
La spectrométrie de masse (MS) est un outil analytique puissant très largement utilisé en
analyse protéomique. L’échantillon protéique peut être analysé directement par MS ou après
avoir subi une étape de séparation par chromatographie liquide (couplage LC-MS, nanoLC-
MS) ou, par électrophorèse capillaire (EC-MS), comme nous venons de le décrire.
La spectrométrie de masse (MS) est une technique sensible donnant accès à des infor-
mations structurales sur des molécules contenues dans un échantillon. La MS mesure les
rapports masse/charge (m/z) de molécules ionisées et permet d’obtenir des données sur la
masse moléculaire (ion moléculaire ou pseudomoléculaire), la structure (mesure de la masse
des fragments de cette molécule) ou encore effectuer une mesure quantitative des différents
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analytes (intensité des différents ions).
Figure 1.13 – Représentation schématique d’une analyse par spectrométrie de masse
Un spectromètre de masse (cf. figure 1.13) se compose de trois parties principales :
 La source d’ionisation qui permet de volatiliser les molécules de l’échantillon et de les
transformer en ions. Elle permet d’effectuer l’ionisation, et le cas échéant la désorption
(dans le cas d’un dépôt sur une surface), pour obtenir des ions en phase gazeuse.
 Un ou plusieurs analyseurs qui séparent les ions selon leur rapport masse sur charge
(m/z). Il y règne un vide très poussée (10−5 mbar) et des champs électrostatiques sont
appliqués pour guider et déplacer les ions dans l’appareil.
 Le détecteur qui permet la conversion d’un courant ionique (détection des ions) en
courant électrique exploitable.
Diverses sources d’ionisation et analyseurs sont disponibles commercialement. Dans la partie
suivante, nous allons nous intéresser aux modes d’ionisation par désorption/ionisation laser
assistée par matrice (MALDI) et par électronébulisation (ESI) qui sont les deux modes em-
ployés au cours de cette thèse. Dans un second temps nous présenterons les analyseurs de
type temps de vol (TOF) et piège à ions hydride linéaire/orbitale (LTQ-Orbitrap), eux aussi
utilisés pour les analyses MS présentées dans ce travail de thèse.
II.1 Les sources d’ionisation
II.1.1 La désoption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI)
A la fin des années 1980 cette méthode a été introduite suite aux travaux de Karas Hillen-
kamp et exploité par Tanaka pour les protéines de masses moléculaires élevées [117, 118, 119].
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Avant cela la désorption des analytes intacts se faisait directement sur des échantillons solides,
et ne permettait pas de voir les molécules dont le poids moléculaire était supérieur à 1000
Da. Afin de protéger l’analyte, un composé organique de faible masse (généralement <500
g.mol−1) appelé matrice a été ajouté lors de la préparation de l’échantillon pour l’analyse.
Lors d’une ionisation par MALDI, un mélange analyte-matrice est déposé sur une cible,
puis irradié par un faisceau laser pulsé à pression réduite. La matrice possède la particularité
d’absorber les photons à la longueur d’onde du laser. Les ions produits se retrouvent en phase
gazeuse sous l’effet de nombreux mécanismes physico-chimiques consécutifs à l’impulsion
laser, puis sont entraînés vers l’analyseur en appliquant un champ électrique important (cf.
figure 1.14).
Figure 1.14 – Représentation du processus de désorption/ionisation par MALDI
Aujourd’hui, l’ionisation MALDI est devenue la technique d’ionisation de choix pour
l’étude de molécules de haut poids moléculaire telles que les protéines. Elle permet une ana-
lyse rapide pour l’étude des échantillons biologiques. Les spectres obtenus sont très souvent
composés d’ions monochargés qui simplifient l’interprétation lors de l’analyse de mélanges
complexes. En outre, le MALDI présente l’avantage de posséder une relative tolérance aux
sels et aux tampons, ainsi qu’à certains détergents.
II.1.2 Ionisation par électronébulisation
Lors d’une ionisation par électronébulisation (ESI), (cf. figure 1.15) une solution d’échan-
tillon est introduite dans un capillaire, soumis à une tension de quelques kV. Le champ élec-
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trique intense appliqué à la sortie de ce capillaire provoque la formation d’un nuage de gout-
telettes chargées, de quelques micromètres de diamètre, qui traversent simultanément un gra-
dient de champ électrique et un gradient de pression dans la direction de l’analyseur. Pendant
ce transport, il y a une réduction de la taille des gouttelettes par évaporation, puis fission de la
gouttelette par explosions coulombiennes lorsque elle atteint la limite de Rayleigh (divisions
spontanées de la gouttelette chargée en gouttelettes plus petites, provoquées par une charge
surfacique très élevée pour conduire finalement à la formation d’ions).
Figure 1.15 – Représentation du principe de l’électronébulisation
L’application d’une pression à l’entrée du capillaire peut faciliter la nébulisation, suivant le
débit utilisé et la composition du solvant. De plus, un flux de gaz nébulisant (généralement de
l’azote) est appliqué à l’interface, parallèlement à la solution d’échantillon, pour aider à l’éva-
poration du solvant. Un gaz séchant circulant, soit perpendiculairement soit à contre flux, à
l’entrée de l’analyseur du spectromètre de masse, permet de parfaire le processus d’ionisa-
tion. Ce processus d’ionisation des espèces sous pression atmosphérique, permet le transfert
des espèces chargées d’une phase liquide à une phase gazeuse, avec un très bon rendement
d’ionisation [120, 121].
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II.2 Les analyseurs
II.2.1 Analyseur à temps de vol (TOF)
Dans les analyseurs à temps de vol (Time of Flight : TOF), les ions parcourent librement
un tube, dit de vol, et sont séparés en fonction de leur vélocités. Ces analyseurs mesurent le
temps que mettent les ions à franchir une distance fixe après avoir été accélérés par un champ
électrique. Pour ces analyseurs, deux modes existent : le mode linéaire et le mode réflecteur.
Le mode linéaire, est le plus approprié pour les hautes masses car en théorie, un analyseur
de type TOF ne présente pas de limites de masse. De plus, cet analyseur possède un très bon
rapport de transmission (rapport entre le nombre d’ions arrivant au détecteur et le nombre
d’ions produit dans la source). Cependant, il présente l’inconvénient d’être peu résolutif. Pour
palier à cette limitation, il est possible d’utiliser le mode réflecteur (ou réflectron). En effet,
en mode linéaire, deux ions semblables, pourront être pourvus d’une énergie cinétique légè-
rement différente, c’est-à-dire que leurs vélocités respectives ne sont pas identiques, mais ils
ne pourront pas être différenciés. Les différences d’énergie cinétique d’un même ion, peuvent
être compenser via un miroir électrostatique ou réflecteur (cf. figure 1.16). Ainsi les ions d’un
même rapport m/z, mais avec des infimes différences d’énergies cinétiques vont être plus
fortement ralentis et repoussés vers le détecteur, si leur énergie cinétique est importante, en-
traînant un gain important de résolution. Il est donc un mode adapté à l’analyse des peptides
et des petites protéines (généralement (<5000 g.mol−1).
Figure 1.16 – Représentation d’une détection après analyse en temps de vol enmode réflecteur
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II.2.2 Analyseurs à trappe ionique
La trappe ionique fonctionne comme un piège à ions qui accumule à l’intérieur de sa zone
de champ tous les ions sélectionnés. La capacité de confinement des ions est liée à la formation
d’un pseudo puits de potentiel. Les ions piégés sont ensuite libérés successivement suivant
leur rapport m/z, suite à leur déstabilisation par des changements de fréquences [122].
Parmi les différents types de trappes, nous avons utilisé l’analyseur LTQ/Orbitrap qui
est un analyseur hybride constitué d’un piège à ions linéaire (LTQ), couplée à un piège à
ions orbitale. Le premier analyseur de masse est un piège à ion constitué d’un quadripôle
hyperbolique segmenté en trois parties. Cette segmentation permet de garantir une parfaite
homogénéité du champ électrique dans la zone de piégeage, limitant la perte d’ions une fois
le piégeage réalisé. Le piège ionique linéaire possède plusieurs avantages notamment sa haute
sensibilité due à une grande efficacité de piégeage para rapport aux pièges 3D, une gamme
dynamique importante, et la possibilité d’effectuer de la fragmentation séquentielle (MSn, avec
n≥2). Le transfert des ions est assuré de façon axiale depuis le LTQ, par un octopole, qui guide
les ions jusqu’à un piège intermédiaire, la C-trappe). La C-trappe est en réalité un répulseur
électrostatique qui va ensuite introduire des ions par paquets dans l’analyseur Orbitrap.
L’Orbitrap (cf. figure 1.17) est un piège à champs électrostatique : il est constitué d’un
piège d’ions traversé par une électrode chargée. Chaque ion entrant dans ce piège aura à la
fois un mouvement de rotation autour de l’électrode, ainsi qu’un mouvement axial le long
de cette électrode. Ce mouvement axial génère un courant induit qui est enregistré par deux
électrodes.
Un calcul par la transformée de Fourrier (FT) permet de calculer la fréquence axiale des
ions (ω), elle-même dépendante du rapport m/z. Cette technologie utilisant la FT présente
l’avantage de ne pas utiliser d’aimant supraconducteur comme en résonance cyclotronique
ionique (ICR). La combinaison du LTQ et de l’Orbitrap permet d’atteindre des résolutions
très élevées (1-4,5×105 pour les appareils commerciaux), et une excellente précision de masse
(<5ppm).
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Figure 1.17 – Représentation de la trajectoire des ions (en rouge) dans un analyseur de type
Orbitrap
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Chapitre 2
Étude de la digestion enzymatique de la
transthyrétine
L’objectif de notre projet de recherche a consisté à développer une méthode de séparation
électrocinétique en veine liquide permettant de réaliser une analyse quantitative des formes
sauvage et mutante de la TTR en se focalisant sur une mutation d’intérêt. La mutation étu-
diée se caractérise par la substitution du résidu thréonine en position 49 par l’alanine (TTR
Thr49Ala). Elle est à l’origine de cas de polyneuropathies familiales à TTR retrouvés principa-
lement en France et en Italie. Bien que l’efficacité et le pouvoir de résolution des séparations
électrocinétiques soient élevés, la discrimination de la TTR sauvage et de la forme mutante à
l’état de monomères n’est pas la démarche la plus prometteuse, ces deux formes, constituées
chacune de 127 acides aminés, ne différant que par la nature de l’un d’entre eux. En consé-
quence, la méthodologie proposée consiste à réaliser la digestion enzymatique de la protéine
extraite du sérum pour pouvoir ensuite effectuer la séparation des fragments peptidiques, cet
objectif étant à priori plus simple à atteindre. Les travaux présentés dans ce chapitre décrivent
dans une première partie le développement de la méthode de digestion de la TTR et son
contrôle par spectrométrie de masse. Dans une deuxième partie, nous détaillerons la mise
au point de la méthode de séparation des peptides synthétiques mimant les fragments pep-
tidiques d’intérêt pour la mutation Thr49Ala développée par EC couplée à la détection par
absorption dans l’UV. Dans la dernière partie, l’application de cette méthode à l’analyse du
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digestat de la TTR sera présentée.
A Développement de la méthode de digestion enzyma-
tique de la TTR et contrôle de son efficacité par MS
Parmi les enzymes protéolytiques capables de rompre les liaisons peptidiques d’une pro-
téine, nous avons sélectionné la trypsine pour réaliser l’étude du variant TTR Thr49Ala. Cette
protéase pancréatique, très fréquemment utilisée pour la cartographie peptidique, coupe les
liaisons peptidiques d’une protéine au niveau de deux acides aminés : la lysine et l’arginine
du côté C-terminal. Compte tenu de la séquence primaire de la TTR, la digestion trypsique
de la protéine conduit théoriquement à l’obtention de dix fragments peptidiques dont les
caractéristiques physico-chimiques sont présentées dans le tableau 2.1.
Table 2.1 – Caractéristiques des peptides obtenus théoriquement lors de la digestion trypsique
de la TTR
(Informations obtenues à partir d’une analyse sur Peptide Cutter de la plateforme Expasy)
* peptide issu de la TTR sauvage, dénommé PN dans ce mémoire
** peptide issu de la TTR mutante, dénommé PM
Comme indiqué dans ce tableau, les peptides d’intérêt issus de l’hydrolyse de la TTR
sauvage et de la forme mutante Thr49Ala, sont constitués chacun de 22 acides aminés, ils
diffèrent l’un de l’autre par la nature du résidu situé à l’extrémité N-term : thréonine pour le
peptide issu de la TTR sauvage (dénommé PN) et alanine pour le fragment issu de la TTR
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mutante (dénommé PM). Compte tenu de la nature de la substitution (les résidus Thr et Ala ne
présentent pas de chaîne latérale ionisée), le point isoélectrique théorique des deux peptides
est égal à 4,2 et la différence de masse est de 30 Da. Il convient de noter que le nombre de
peptides présents dans le digestat de TTR peut être supérieur aux 10 fragments présentés
dans ce tableau, si l’on admet que certains clivages ne se produisent pas. Ainsi, la digestion de
la TTR prédit l’obtention de 10 à 28 peptides suivant les conditions de « missed cleavage » (0,
1 ou 2) retenues.
Des travaux antérieurs, réalisés par Marylise Hébert et Hélène Mammeri au sein du ser-
vice de biochimie-hormonologie de l’hôpital Antoine Béclère, ont permis de mettre au point
une procédure simple pour extraire et purifier la TTR du sérum. Cette procédure consiste à
analyser un échantillon de sérum, préalablement déplété en albumine, immunoglobulines et
autres protéines majoritaires du sérum, sur un gel de polyacrylamide en présence de dodécyl
sulfate de sodium (SDS-PAGE). Deux stratégies de digestion de la TTR à la trypsine sont
alors possibles. Une digestion en solution après extraction de la protéine du gel ou une di-
gestion directement dans le gel. La seconde approche permettant d’éviter l’étape d’élution de
la protéine, qui limite le rendement global de la digestion, a été retenue pour notre étude (cf.
figure 2.1). Les digestions en gel et les analyses de spectrométrie de masse présentées dans ce
document ont été réalisées par Cédric Przybylski (Laboratoire Analyse et Modélisation pour
la Biologie et l’Environnement, CNRS UMR 8587, université d’Évry Val d’Essonne).
Figure 2.1 – Schéma représentant les étapes pour la préparation de l’échantillon de TTR avant
analyse en EC-UV : extraction du sérum, digestion trypsique
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Le premier essai a été effectué sur un échantillon de TTR humaine obtenue à partir du sé-
rum d’un individu sain (service de biochimie-hormonologie de l’hôpital Antoine Béclère). La
concentration de la protéine a été déterminée à 0,433g/L par immunoturbidimétrie. Après les
étapes de déplétion du sérum (kit Proteome PurifyTM 12, RD Systems), filtration et concen-
tration par centrifugation sur filtre Amicon 3 kD, trois dépôts de 15 μL chacun (contenant en
théorie 4,9 μg de TTR) et un quatrième de 5 μL destiné à la coloration au bleu de Coomassie
pour le repérage de la TTR, ont été soumis à une séparation par SDS-PAGE (4,5% et 15%,
respectivement pour le gel de stacking et de migration, cf. procédure détaillée en annexe A.I).
Après migration, les 3 bandes non colorées correspondant à la TTR sous forme de mo-
nomère (13,8 kDa) ont été découpées et incubées une nuit à 37°C en tampon bicarbonate
d’ammonium 0,1 M pH 8,5 en présence de trypsine avec un rapport enzyme/substrat de
1/10 m/m (voir procédure en annexe A.II). L’extraction des peptides trypsiques issus de la
TTR a été réalisée par une solution acétonitrile/eau 70/30 v/v contenant 0,1% d’acide for-
mique. L’échantillon a été analysé au LAMBE par spectrométrie de masse MALDI-TOF et
ESI-LTQ-Orbitrap en utilisant dans le dernier cas le mode d’infusion directe et le couplage
en ligne avec la nano- chromatographie liquide haute performance (nano-LC-MS/MS ESI-
LTQ-Orbitrap).
Les analyses du digestat par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Voyager-De Pro STR)
ont été effectuées en testant deux matrices différentes : CHCA (fréquemment utilisé pour la
détection des peptides neutres ou basiques) et ATT (utilisé quelquefois pour les oligonucléo-
tides et pour la détection des peptides acides) en utilisant les deux modes d’ionisation positif
et négatif. Avec cette technique, très peu de peptides ont été détectés, quelle que soit la ma-
trice utilisée. En effet, seuls 8 peptides sur les 10 à 28 possibles ont été mis en évidence ce
qui correspond à une couverture de séquence réduite, de l’ordre de 60 %. Le peptide d’intérêt
PN n’a pas été mis en évidence. Plusieurs hypothèses peuvent être émises :
 l’ion correspondant serait dissimulé par le pic mono-isotopique à un rapport m/z
2451 (voir spectre figure 2.2) ;
 il ne serait pas produit lors de la digestion à la trypsine ;
 son efficacité d’ionisation serait trop faible ou réduite par la présence des autres pep-
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tides lors de l’analyse par MALDI.
Figure 2.2 – Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF en détection positive et ma-
trice CHCA du digestat de la TTR mode réflectron
Pour vérifier l’hypothèse d’un faible rendement d’ionisation du peptide d’intérêt parMALDI,
le digestat a été infusé à 3μL/min par ESI-LTQ-Orbitrap. Seuls 2 peptides sur les 10 à 28 pos-
sibles ont été mis en évidence indiquant une couverture de séquence réduite. Là encore, le
peptide d’intérêt PN n’est pas détecté. Pour réduire la compétition de l’ionisation entre les
différents peptides et le peptide d’intérêt, le digestat a été analysé par nanoLC-MS/MS ESI-
LTQ- Orbitrap (cf. figure 2.3).
L’introduction d’une étape de séparation des peptides par chromatographie liquide, préa-
lablement à l’analyse par ESI-MS et ESI-MS/MS a permis de mettre en évidence 12 peptides
sur les 28 probables, ce qui représente une couverture de séquence de l’ordre de 65 %. La
présence d’ions à des rapports m/z de 1228,5819 et de 819,3904 (cf. figure 2.3) est en bon
accord avec les rapports m/z théoriques des ions di- et tri-chargés attendus pour PN. Ces
résultats démontrent que le peptide d’intérêt est bien produit suite à la digestion trypsique.
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(a)
(b)
Figure 2.3 – Analyses nanoLC-ESI-MS/MS du digestat de la TTR (A) le courant ionique
total comprenant (B) le spectre MS des ions [M+2H/2]2+ et [M+3H/3]3+ correspondant au
peptide PN
Sur la figure 2.4, nous avons présenté l’indentification obtenue par MASCOT après in-
terrogation de la base de données Swiss-Prot. L’identification des ions di- et tri-chargés cor-
respondant au peptide PN est confirmée (cf. tableau 2.2), avec des scores respectivement de
73 et 56 (dans le cas de cette recherche, le seuil de significativité est fixé à un score > 35).
A noter cependant que la qualité de l’échantillon n’est pas satisfaisante comme le montre le
courant ionique total (TIC) très intense pour un mélange censé ne contenir que des fragments
de TTR et d’auto-digestion de la trypsine. Ce courant ionique total élevé a pu être attribué à
la teneur excessive en kératines mises en évidence (cf. figure 2.4). Cette contamination pour-
rait en partie expliquer l’absence d’identification de notre peptide d’intérêt lors des analyses
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réalisées par MALDI-TOF et ESI-LTQ-Orbitrap en infusion directe. Un tableau récapitulatif
des différents résultats obtenus avec les différentes méthodes spectrométriques est présenté
dans l’annexe A.II.
(a) (b)
Table 2.2 – Résultats MASCOT pour l’indentification de PN pour les ions 2+(A) et 3+(B)
Figure 2.4 – Identification MASCOT des différentes protéines présentes dans l’échantillon
de digestat de la TTR
Le protocole de digestion trypsique de la TTR humaine extraite d’un second individu sain
(service de biochimie-hormonologie de l’hôpital Béclère) a été répété en augmentant la quan-
tité totale de TTR déposée le gel (63,4 μg théorique) et en prenant des précautions adaptées à
l’analyse protéomique au cours des manipulations (gants et charlotte en plus de la blouse) afin
de diminuer les sources de contamination potentielles de l’échantillon par des protéines hu-
maines telles que les kératines. Les conditions de digestion en gel appliquées sont identiques
aux précédentes (incubation une nuit à 37°C en tampon bicarbonate d’ammonium 0,1 M
pH 8,5 avec un rapport enzyme/substrat de 1/10 m/m). Le digestat obtenu a été analysé au
LAMBE par nanoLC-ESI-LTQ-Orbitrap. L’analyse révèle une absence de contamination par
les kératines, permettant d’identifier la TTR comme protéine majoritaire. Parmi les peptides
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formés, le peptide d’intérêt PN est élué à environ 29 minutes (cf. figure 2.5). L’extraction
des ions (XIC) de ce peptide conduit à la détection d’un ion di-chargé et d’un ion tri-chargé
respectivement à m/z 1128,0842 et m/z 819,0573 présentant des intensités relatives respecti-
vement de 1/67 et 1/5 du maximum du signal total détecté. Les expériences de fragmentation
MS/MS de ces 2 ions confirment sans ambiguïté la séquence du peptide d’intérêt.
Figure 2.5 – Courant ionique total obtenu lors de l’analyse du digestat de TTR (noir). Extrac-
tion de l’ion (XIC) di- chargé (rouge) et tri-chargé (vert) du peptide PN
Pour ces deux expériences préliminaires, nous avions souhaité ne pas colorer par le bleu
de Coomassie les bandes de TTR soumises à la digestion enzymatique de façon à faciliter
l’interprétation des spectres de masse en cas de traces résiduelles de ce colorant susceptibles
de masquer les pics d’intérêt de la TTR. Le repérage et la découpe des bandes de TTR sur le
gel de polyacrylamide sans coloration n’étant pas simple à réaliser, une troisième expérience
a été réalisée en procédant à une coloration du gel entier après migration et avant excision.
Par ailleurs, de façon à connaître précisément la quantité de TTR déposée sur le gel, et à
simplifier le protocole en éliminant les phases de déplétion et de filtration, ce troisième essai
a été mené sur une TTR commercialisée sous forme de lyophilisat (Prealbumin from human
plasma, Sigma Aldrich, France). Quatre dépôts de 10 μL d’une solution aqueuse de TTR à la
concentration de 7,143 μg/μL (soit 71,43 μg par puits) ont été soumis à l’analyse SDS-PAGE
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selon le protocole décrit en annexe A.I.
Le gel obtenu après migration et coloration par le bleu de Coomassie est présenté sur la
figure 2.6. Les bandes bien distinctes correspondant à la masse du monomère de la TTR (13,8
kDa) ont été digérées selon la méthode décrite dans l’annexe A.II. Les analyses en spectro-
métrie de masse (figures 2.7 et 2.8) ont confirmé à nouveau la présence dans le digestat du
peptide PN. Par ailleurs, le profil chromatographique indique que le rendement de la réaction
d’hydrolyse est élevé puisque peu de pics sont présents à la fin du gradient d’élution.
Figure 2.6 – Analyse PAGE-SDS de la TTR commerciale
(Conditions SDS-PAGE en annexe A.III)
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(a)
(b)
Figure 2.7 – Analyses nano LC-ESI-MS/MS du digestat de la TTR (A) le courant ionique
total comprenant (B) le spectre MS des ions [M+2H/2]2+ et [M+3H/3]3+ correspondant au
peptide PN
(Conditions d’analyse en annexe A.IV)
(a)
(b) Score MASCOT de la fragmentation MS/MS du pic
819.0631 m/z
(c) Score MASCOT de la fragmentation MS/MS du pic
1228.0831 m/z
Figure 2.8 – Identification MASCOT des différentes protéines présentes dans l’échantillon de
digestat de la TTR (A). Résultats MASCOT pour l’identification du PN pour les ions 2+(B)
et 3+(C)
48
CHAPITRE 2 - B - I
B Développement de la méthode d’analyse des fragments
peptidiques de la TTR par EC couplée à la détection
par absorption dans l’UV
I Étude préliminaire : séparation des peptides d’intérêt pour l’étude
de la substitution TTR Thr49Ala
I.1 Optimisation de la séparation
La mise au point des conditions d’analyse par électrophorèse capillaire des fragments
peptidiques d’intérêt pour l’étude du variant TTR Thr49Ala a été réalisée sur deux peptides
synthétiques PN (GPS1344, Genepep, France) et PM (GPS1345, Genepep, France) dont la
séquence peptidique mime respectivement celle des peptides obtenus par hydrolyse de la TTR
sauvage et de la forme mutante (cf. tableau 2.3).
Peptide natif (PN) Peptide mutant (PM)
Séquence primaire N-termTSESGELHGLTTEEEFVEGIYKC-term N-termASESGELHGLTTEEEFVEGIYKC-term
Masse moléculaire
(Da)
2455,6 2425,1
Point isoélectrique 4,2 4,2
Table 2.3 – Caractéristiques physico-chimiques des peptides d’intérêt pour l’étude du variant
TTR Thr49Ala (informations obtenues avec l’outil ProtParam de la plateforme Expasy)
La séparation des peptides a été effectuée selon le mode d’électrophorèse capillaire de
zone en utilisant une détection par absorption dans l’UV. L’optimisation de la méthode d’ana-
lyse a porté sur la composition de l’électrolyte support, elle a été réalisée par Ibrahim Habib,
stagiaire Master 2 [123]. Lors de ces travaux, l’analyse des peptides PN et PM (0,2 mg/mL
dans l’eau) a été effectuée sur un capillaire de silice fondue (57 cm longueur totale, 50 cm
longueur effective, 75 μm diamètre interne, Phymep, France) à 25°C sous une tension de
15 kV en utilisant une détection UV 214 nm réalisée du coté cathodique. Nous avons choisi
de travailler avec un capillaire de 75 µm de diamètre car ce diamètre plutôt important nous
permettrait, en théorie, d’augmenter la sensibilité de détection. Différents électrolytes sup-
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ports présentant une force ionique constante de 40 mM et un pH variant sur une gamme
allant de 2 à 10 ont été testés pour la séparation (cf. tableau 2.4).
pH acide Tampon (force ionique 40
mM)
pH basique Tampon (force ionique 40
mM)
2,0 Citrate de sodium 7,5 Phosphate de sodium
2,3 Phosphate de sodium 8,0 HEPES
2,5 Phosphate/citrate de sodium 8,5 HEPES/Tricine
3,0 Formate d’amonnium 8,8 Tricine
3,5 Formate d’amonnium 9,0 Tricine
4,0 Citrate de sodium 9,2 Tricine
4,5 Citrate de sodium 9,5 Borate de sodium
10,0 Borate de sodium
Table 2.4 – Caractéristiques des différents électrolytes utilisés pour la séparation des peptides
PN et PM par EC
Les analyses réalisées en milieu acide (pH 2,0 à 4,5) ont montré que le comportement
électrophorétique des peptides PM et PN était strictement identique, conduisant à une co-
migration des deux analytes s’accompagnant d’un temps d’analyse élevé et d’une efficacité
de pic faible. En milieux neutre et alcalin, les peptides présentent une charge nette négative
(pI 4,2) et sont entraînés vers la cathode grâce au flux électroosmotique dont l’amplitude est
élevée dans cette gamme de pH. Une diminution du temps de migration des peptides et une
augmentation de l’efficacité de pic est observée par rapport aux analyses réalisées en milieu
acide. La résolution entre les pics caractéristiques de PN et PM en fonction du pH du tampon
de séparation est présentée sur la figure 2.9.
Figure 2.9 – Résolution entre les pics caractéristiques de PN et PM en fonction du pH du
tampon de séparation (Rs calculée en utilisant le modèle gaussien de représentation des pics)
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Une co-migration des peptides est observée en milieux de pH acide, neutre et supérieur
à 9,2. En revanche, il apparaît une fenêtre de pH entre 8,0 et 9,2 pour laquelle la séparation
des peptides est obtenue. L’amélioration de la résolution observée dans cette gamme étroite
de pH, proche des valeurs de pKa caractéristiques de la fonction amine N-term, pourrait être
liée à l’état d’ionisation légèrement différent pour PN et PM de l’amine primaire des résidus
situés à l’extrémité N-term (thréonine pour PN et alanine pour PM). La résolution optimale
(Rs 2,3) a été obtenue avec le tampon HEPES pH=8, 40mM. Comme le montre l’électro-
phérogramme de la figure 2.10, représentant l’analyse d’un mélange de PN et PM réalisée
dans ces conditions optimales, le temps d’analyse est inférieur à 12 minutes et l’efficacité de
la séparation, estimée en calculant le nombre de plateaux théoriques (110500 < N < 110600)
est satisfaisante.
Figure 2.10 – Analyse en électrophorèse capillaire d’un mélange des peptides PN et PM
Conditions : électrolyte support, tampon HEPES 40 mM pH 8, capillaire silice vierge (60×50cm×75μm),
voltage 15 kV, température 25°C, concentration des peptides (PN 0,2 mg/mL, PM 0,2 mg/mL), détection
UV 214 nm.
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I.2 Validation de la méthode
La validation de la méthode de séparation précédemment optimisée a été partiellement
réalisée en étudiant les critères de linéarité, répétabilité, limites de détection et de quantifi-
cation. L’étude de la linéarité a été menée en analysant une solution de PN et PM dans une
gamme de concentrations variant de 1 à 10 μM. L’aire du pic correspondant à chacun des
peptides a été reportée en fonction de la concentration du peptide (cf. figure 2.11).
Figure 2.11 – Étude de la linéarité de la réponse aire de pic en fonction de la concentration
(A) du peptide natif et (B) du peptide mutant
Dans les deux cas, les droites de régression d’équation y = 2.1011 x - 62867 (pour PN)
et y = 2.1011 x - 10014 (pour PM), caractérisées par un coefficient de corrélation respective-
ment égal à 0,995 et 0,997, ont été établies prouvant la linéarité de la méthode sur la gamme de
concentrations étudiée. La répétabilité de la méthode a été évaluée en calculant les coefficients
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de variation (CV) de l’aire et du temps de migration des pics obtenus sur 3 analyses consécu-
tives d’une solution de PN et PM à la concentration de 5 μM. Les valeurs de CV(%) calculées
pour les 2 peptides (CV aire ≤ 1,1% et CV Tm ≤ 0,1%) sont satisfaisantes et indiquent que
le phénomène d’adsorption des analytes sur les parois du capillaire de séparation, susceptible
d’être observé lors de l’analyse ECZ de peptides sur un capillaire de silice fondue, n’est pas
mis en évidence dans les conditions de séparation retenues. La limite de détection (LOD) et
la limite de quantification (LOQ) ont été déterminées en évaluant le rapport signal sur bruit
(S/B), avec un rapport S/B calculé de 3 pour la LOD et de 10 pour la mesure de la LOQ. Les
valeurs de LOD et LOQ ainsi calculées sont respectivement égales à 0,6 μM et 1 μM.
En conclusion, les résultats présentés dans cette partie montrent que la séparation élec-
trocinétique sur capillaire des peptides PN et PM peut être obtenue en moins de 12 minutes
avec une résolution entre les deux analytes tout à fait satisfaisante (Rs = 2,3). Par ailleurs, les
résultats du début de la validation analytique montrent que la méthode développée répond aux
critères de linéarité et répétabilité nécessaires pour effectuer dans de bonnes conditions l’ana-
lyse quantitative des peptides. La limite de quantification obtenue au moyen d’une détection
par absorption dans l’UV (LOQ = 1 μM) pourrait être compatible avec l’analyse d’échan-
tillons biologiques compte tenu de la concentration élevée de la TTR dans le sérum (14 - 29
μM).
II Carte peptidique de la TTR
L’électrophorèse capillaire est une technique puissante particulièrement bien adaptée pour
l’étude de la cartographie peptidique des protéines en raison de la rapidité et de l’efficacité
de la séparation et de la très faible consommation de l’échantillon. La carte peptidique établie
constitue une empreinte de la protéine qui permet de mettre en évidence des différences mi-
neures de la composition en acides aminés permettant la détection de variants [124]. Le mode
de séparation fréquemment utilisé est l’électrophorèse capillaire de zone. Dans ces condi-
tions, pour limiter les interactions peptides/paroi du capillaire de silice fondue susceptibles
de limiter l’efficacité de la séparation, les analyses sont généralement réalisées en utilisant un
électrolyte de pH très faible. C’est donc dans ces conditions expérimentales que nous avons
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contrôlé dans un premier temps le digestat de la TTR par EC. Les analyses par MS ayant
montré que les échantillons issus de l’hydrolyse de TTR extraite de sérum d’individus sains
et de TTR humaine produite par Sigma-Aldrich contiennent tous deux le peptide d’intérêt
PN, nous avons sélectionné pour cette étude l’échantillon commercial, de façon à maîtriser la
concentration de protéine digérée dans l’échantillon analysé.
L’analyse du digestat de TTR à la concentration de 0,24 mmol/L (calculée sur la base
de la masse de TTR déposée sur le gel de polyacrylamide puis digérée selon le protocole
décrit dans la première partie de ce chapitre) a été réalisée sur un capillaire de silice fondue
(50 cm longueur effective, 60 cm longueur totale, 75 μm diamètre interne, Phymep, France)
en appliquant une tension de 15 kV et en utilisant comme électrolyte support un tampon
phosphate de sodium pH=2, 40mM. Dans ces conditions de pH acide, tous les peptides
issus de la digestion sont globalement chargés positivement (cf. tableau 2.1) et migrent vers le
détecteur situé à l’extrémité cathodique. L’électrophérogramme correspondant à cette analyse
est présenté sur la figure 2.12.
Figure 2.12 – Carte peptidique de la TTR établie par électrophorèse capillaire en tampon de
séparation de pH acide
Échantillon de digestat repris dans l’eau (tirets) échantillon de digestat avec un ajout d’une solution du peptide
synthétique PN (5μM) (trait plein).
Conditions : capillaire silice vierge (60×50 cm×75 μm), voltage 15 kV, température 25°C, détection UV
214 nm. Tampon phosphate de sodium pH2, 40mM
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Compte tenu du nombre de fragments théoriques attendus (10 en supposant qu’il n’y a pas
d’erreur de clivage, cf. tableau 2.1), la séparation obtenue dans ces conditions est satisfaisante
puisqu’une dizaine de pics caractérisés par des temps de migration compris entre 7 et 16
minutes, et dans l’ensemble bien résolus les uns des autres, est observée sur la carte peptidique.
Ces résultats confirment l’efficacité de la digestion de la TTRmise en évidence précédemment
par spectrométrie de masse. Notre objectif étant d’identifier sur cette carte le peptide d’intérêt
PN, une seconde analyse a été réalisée en effectuant un dopage de la solution de digestat
par ajout d’une solution du peptide synthétique PN. Comme nous pouvons l’observer sur
l’électrophérogramme de la solution dopée en PN (cf. figure 2.12), la hauteur du pic situé
vers 11,7 minutes, et qui présente une résolution satisfaisante avec le pic adjacent situé vers
12,1 minutes, augmente. Là encore, ces résultats confirment que le protocole de digestion de
la TTR développée permet de former le peptide d’intérêt PN mis en évidence par MS.
Les travaux préliminaires présentés dans la partie B.I.1, concernant l’optimisation de la
séparation des peptides synthétiques PN et PM, ont montré qu’une résolution entre les deux
peptides ne pouvait être obtenue qu’au moyen d’un électrolyte support de pH compris entre
8 et 9,2.
Nous avons donc analysé, dans un second temps, le digestat de la TTR en utilisant les
tampons borate pH 9, 40 mM et HEPES pH 8, 40 mM comme électrolytes de séparation.
L’électrophérogramme présenté sur la figure 2.13, montre que la séparation effectuée à pH
9 est dans l’ensemble moins favorable que celle décrite précédemment à pH 2, en particulier
pour discriminer les premiers pics situés à des temps de migration compris entre 4 et 5 mi-
nutes. En revanche, cinq pics fins et bien résolus les uns des autres sont observés pour des
temps de migration supérieurs à 5 minutes. L’analyse de la solution de digestat dopée par ajout
d’une solution de PN montre que le pic caractéristique de ce peptide est situé dans le second
groupe de pics, son temps de migration étant de 6,9 minutes (cf. figure 2.13). Il est bien sé-
paré du pic adjacent observé sur l’électrophérogramme vers 7,1 minutes. L’analyse obtenue
en réalisant la séparation du digestat de TTR en tampon HEPES pH 8 est également moins
discriminante que celle obtenue en tampon pH 2 (cf. figure 2.14). Cependant, elle permet
là encore d’identifier sans difficulté le pic caractéristique de PN observé sur l’électrophéro-
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gramme vers 6,9 minutes. Notre objectif étant de pouvoir discriminer les peptides PN et PM,
nous avons analysé en dernier lieu une solution de digestat dopée à la fois en peptide PN et en
peptide PM. Comme le montre l’électrophérogramme obtenu en utilisant comme électrolyte
support le tampon HEPES pH 8 (cf. figure 2.14), le pic caractéristique de PM, situé vers 6,6
minutes, est observé dans une zone ne présentant aucun signal. Ces résultats confirment que
les peptides PN et PM sont parfaitement bien séparés dans ces conditions d’analyse et qu’il
n’y a aucune interférence liée à la présence des autres fragments peptidiques susceptible de
compromettre la quantification de ces analytes.
Figure 2.13 – Carte peptidique de la TTR en milieu basique (tirets) avec un ajout dosé de
peptide PN (5 μM) (trait plein)
Conditions : capillaire silice vierge (60×50 cm×75 μm), voltage 15 kV, température 25°C, détection UV
214 nm. Tampon borate de sodium pH9, 40mM
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Figure 2.14 – Carte peptidique de la TTR en milieu basique (tirets) avec un ajout dosé de
peptides PN et PM (5μM chacun) (trait plein) et ajout dosé de PN (5μM) (grands tirets)
Conditions : capillaire silice vierge (60×50 cm×75 μm), voltage 15 kV, température 25°C,
détection UV 214 nm. Tampon HEPES pH8, 40mM
C Conclusions
Les résultats présentés dans ce chapitre ont permis de montrer que le protocole de diges-
tion sur gel de la TTR sauvage par la trypsine, développé au cours de nos travaux, permet
d’obtenir un rendement de digestion élevé et conduit à la formation du peptide d’intérêt que
nous avons sélectionné pour l’étude de la substitution TTR Thr49Ala. La méthodologie ap-
pliquée à 2 échantillons de TTR issue du sérum d’individus sains et un échantillon de TTR
commerciale a permis d’obtenir de façon répétable ce peptide d’intérêt dont la structure a été
confirmée par les analyses réalisées en spectrométrie de masse nanoLC-MS/MS.
Par ailleurs, l’étude du comportement électrocinétique des peptides synthétiques PN et
PM, mimant les fragments peptidiques d’intérêt pour l’étude de la substitution Thr49Ala a
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permis de sélectionner des conditions d’analyse ECZ permettant de séparer avec une réso-
lution satisfaisante (Rs = 2,3) ces peptides en moins de 12 minutes. La validation analytique
de la méthode montre qu’elle répond aux critères de linéarité et répétabilité nécessaires pour
effectuer dans de bonnes conditions l’analyse quantitative des peptides. La limite de quanti-
fication obtenue au moyen d’une détection spectrométrique d’absorbance dans l’UV (LOQ
= 1 μM) pourrait être compatible avec l’analyse d’échantillons biologiques compte tenu de la
concentration élevée de la TTR dans le sérum (14 - 29 μM).
Enfin, les travaux menés ont permis d’établir par ECZ une cartographie peptidique per-
formante de la TTR sauvage permettant de discriminer en moins de 16 minutes les principaux
fragments peptidiques générés par hydrolyse trypsique de la protéine. La meilleure résolution
de l’ensemble des pics est obtenue en analysant le digestat sur un capillaire de silice fondue en
utilisant le tampon phosphate 40 mM pH 2 comme électrolyte support. Cette analyse permet
d’identifier le pic caractéristique du peptide d’intérêt PN et de confirmer l’efficacité de la di-
gestion de la TTR. Si les séparations électrocinétiques du digestat obtenues en milieu alcalin
(pH 8 et 9) sont sensiblement moins performantes que celle réalisée au moyen d’un tampon
de séparation de pH 2, l’identification du peptide PN a pu être également effectuée dans ces
conditions. Nous avons par ailleurs montré que l’analyse du digestat de TTR sauvage addi-
tionné du peptide mutant PM, réalisée en utilisant le tampon HEPES 40 mM pH 8, permet
d’identifier le pic caractéristique de PM sans aucune interférence liée à la présence des autres
fragments peptidiques. Dans cette matrice complexe, comparable à celle qui pourrait être ca-
ractéristique d’un sérum de patient atteint de FAP à TTR Thr49Ala, la résolution entre PN et
PM est satisfaisante et pourrait être exploitée pour réaliser la quantification des deux analytes.
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Chapitre 3
Dérivation des peptides d’intérêt pour
l’étude de la substitution TTR Thr49Ala
Dans le but de réduire la limite de quantification des peptides d’intérêt et de transposer
la méthode de séparation sur puce, nous avons souhaité étudier l’analyse des peptides par
électrophorèse capillaire couplée à la détection par fluorescence induite par laser (EC-LIF).
L’EC-LIF représente, en effet, une des techniques les plus sensibles pour l’analyse quantitative
des protéines et des peptides [125, 126, 127, 128]. Cependant, seuls les peptides et protéines,
ayant dans leur structure primaire la présence des résidus Tyr, Trp ou Phe possèdent une fluo-
rescence naturelle. Cette fluorescence n’est par ailleurs exploitable qu’en utilisant des sources
lasers qui émettent dans l’UV. Donc, afin de faire des analyses EC-LIF, l’approche la plus
commune consiste en la dérivation covalente des résidus d’acides aminés avec un marqueur
rendant la molécule fluorescente [129]. Cependant, le challenge est de réaliser cette réaction
de façon reproductible et avec un rendement élevé lorsque l’objectif est de réaliser la quan-
tification des analytes. En outre, la dérivation peut compliquer les électrophérogrammes en
raison de la possible formation de produits secondaires fluorescents, de l’obtention de mul-
tiples formes dérivées du peptide d’intérêt portant une ou plusieurs molécules de marqueur
et également en raison de la présence même du marqueur si celui-ci est fluorescent [87].
Le choix d’un bon marqueur est donc une tâche très importante, orientant toute la suite
du développement analytique. Une multitude de marqueurs covalents a été développée pour la
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dérivation des peptides et des protéines. La plupart d’entre eux peuvent réagir avec les amines
primaires ou secondaires des acides aminés, d’autres réagissent avec les groupements thiols
des résidus cystéine [87, 90] et d’autres encore, bien moins fréquemment utilisés, réagissent
avec les acides carboxyliques. Notre choix s’est porté sur les molécules du premier groupe, en
raison de l’absence du résidu Cys dans la séquence primaire des deux peptides d’intérêts (cf.
figure 3.1). Par ailleurs, un autre choix s’offre à nous parmi deux groupes de marqueurs : les
marqueurs fluorogènes, qui ne sont pas initialement fluorescents mais qui forment un produit
fluorescent après réaction avec une amine, et les marqueurs fluorescents, qui sont fluorescents
avant et après le marquage.
Figure 3.1 – Structure primaire de la TTR (en rouge) les peptides d’intérêt
Pour nos travaux, nous nous sommes intéressés à deux réactifs fluorogènes et trois fluo-
rophores (cf. tableau 3.1). Nous détaillerons dans la suite du mémoire les différents dévelop-
pements analytiques réalisés pour optimiser dans un premier temps le marquage des peptides
natif et mutant dont la séquence est rappelée dans la figure 3.1, puis, dans un second temps,
la séparation électrocinétique des dérivés marqués.
A Optimisation dumarquage des peptides natif etmutant
par des réactifs fluorogènes
Deux réactifs fluorogènes ont été choisis pour le marquage des deux peptides d’intérêt : le
FQ (3-(2-furoyl)quinoline-2-carboxaldehyde) et le NDA (naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde).
Le choix des réactifs fluorogènes a été dicté par leurs propriétés. En effet, ces réactifs non
fluorescents forment un produit fluorescent en présence d’un agent nucléophile (CN-), après
réaction avec un groupe fonctionnel amine [130, 131]. La stabilité des dérivés isoindoles
fluorescents résultant est beaucoup plus grande que celle des dérivés ortho-phtaldéhyde par
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exemple [132, 133], bien qu’ils réagissent lentement pour former des produits fluorescents
secondaires [134, 135].
L’optimisation de la réaction de marquage a été effectuée en étudiant l’influence de divers
paramètres tels que le pH, la force ionique et la température du milieu d’incubation, le rapport
de concentrations entre le marqueur et le peptide, la température ainsi que le temps de réac-
tion afin d’évaluer leurs influences sur le rendement de la réaction de marquage. Par ailleurs,
et sachant que les peptides étudiés possèdent chacun deux amines primaires (extrémité N-
terminale des résidus Thr (PN) et Ala (PM) et chaîne latérale du résidu Lys), des analyses par
spectrométrie de masse ont été aussi effectuées afin de déterminer si PN et PM étaient mono
ou di-marqués.
Table 3.1 – Récapitulatif des caractéristiques des différents fluorophores utilisés dans notre
étude
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I Marquage des peptides PN et PM par le NDA
Le NDA (naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde) est un réactif fréquemment utilisé pour le
marquage fluorescent pré-capillaire des amines. L’intérêt majeur de cette molécule est qu’elle
est à la fois fluorogène et électroactive. Elle peut donc être détectée à la fois optiquement
et électrochimiquement ce qui présente une excellente opportunité de collaboration entre
notre laboratoire et le LISE (Laboratoire Interfaces et Systèmes Chimiques, UPR 15 CNRS
Université Pierre et Marie Curie) dans le cadre du projet ANR « DIMIPOLE ». Ici, nous ne
discuterons pas des propriétés électroactives de ce marqueur mais uniquement de ses proprié-
tés optiques. La réaction de marquage d’une amine par ce réactif est présentée sur la figure
3.2.
Figure 3.2 – Réaction de marquage d’une amine par le NDA
[106]
Le mécanisme de cette réaction a été décrit par de Montigny [132]. Dans ce mécanisme, les
transformations clés comprennent, la première réaction de l’amine primaire avec la fonction
aldéhyde du NDA pour former une imine, l’addition de HCN permet ensuite de former un
alpha-aminonitrile. Après cela, une cyclisation intramoléculaire permet de former le
cabinolamine, et enfin une déshydratation intervient pour conduire à la formation du dérivé
CBI. Une voie de formation de produits secondaires a aussi été présentée.
I.1 Mise en place du couplage EC-LIF à 442 nm
D’après les données de la littérature [136], les dérivés fluorescents obtenus après marquage
par le NDA possèdent un maximum d’excitation à 419 nm et un maximum d’émission à 493
nm. Compte tenu du prix élevé des sources lasers He Cd à 419 nm par rapport aux lasers
à diodes à 442 nm et ayant vu plusieurs études sur le NDA reportant la possibilité d’exciter
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les dérivés du NDA à une longueur d’onde d’excitation de 442 nm [137, 138], nous avons
souhaité coupler un des appareils d’électrophorèse capillaire du laboratoire à une source laser
à diodes 442 nm.
Une étude préliminaire a consisté à étudier par spectrofluorimétrie l’émission de fluores-
cence d’une solution de PN marquée par le NDA excitée à 419 nm et à 442 nm (spectrofluo-
rimètre Jasco FP 750) (cf. figure 3.3).
Figure 3.3 – Spectres d’émission de fluorescence d’une solution de PN marqué par le NDA
enregistrée pour différentes longueurs d’ondes d’excitation
Nous observons que les spectres d’émission de fluorescence enregistrés présentent tous
deux une bande caractérisée par deux maximas situés autour de 460 et 480 nm. Ce résul-
tat est similaire à ce qui a été précédemment décrit lors d’études menées sur le marquage
d’acides aminés ou d’histamines par le NDA [139, 140]. L’intensité de fluorescence la plus
élevée est observée par excitation de la solution à 419 nm, elle est inférieure d’environ 25% à
442 nm. Cette diminution n’est certes pas négligeable, cependant l’émission de fluorescence
reste suffisamment élevée dans ces conditions d’excitation pour envisager d’obtenir en EC
une sensibilité de détection des peptides marqués par le NDA élevée par détection LIF à
442 nm.
Un des appareils d’électrophorèse capillaire du laboratoire (PA800 Beckman commercia-
lisé avec un détecteur LIF 488) a ainsi été couplé à un laser 442 nm (BFI Optilas, France). Ce
couplage a nécessité la mise en place au sein du détecteur de filtres optiques adaptés à nos be-
63
CHAPITRE 3 - A - I
soins analytiques. Deux filtres différents : un filtre laser (coupe bande) et un filtre d’émission
(filtre passe bande ou filtre passe haut) (CVI Melles-Griott, France) ont ainsi été sélectionnés
pour optimiser la détection des peptides marqués par le NDA (cf. figure 3.4). Le filtre coupe
bande a pour rôle de ne laisser passer, en excitation, que la longueur d’onde 442 nm tout en
atténuant l’intensité du laser afin de ne pas saturer le détecteur et d’avoir des spectres avec
le minimum de bruit de fond, ce qui permet d’augmenter la sensibilité de détection. Le filtre
passe haut, quant à lui, permet le passage des longueurs d’ondes supérieures à une valeur don-
née et coupe les longueurs d’onde inférieures à cette dernière. C’est donc ce filtre qui permet
de recueillir les longueurs d’ondes émises par les composés marqués après leur excitation par
le laser. Dans la littérature, nous avons pu voir un certain nombre de publications traitant de
l’analyse (en EC ou enHPLC) et de la détection par la fluorescence de diverses molécules mar-
quées par le NDA. Dans un certain nombre d’entre elles : [105, 141, 137, 142, 143, 144, 139],
nous avons pu voir que la longueur d’onde d’émission de fluorescence prise par ces différents
auteurs se situait entre 495 nm et 550 nm. Or, en regardant de plus près les caractéristiques
spectrales des peptides marqués par le NDA (cf. figure 3.3), nous pouvons voir qu’à ces lon-
gueurs d’ondes là nous sommes loin du maximum d’émission de fluorescence des dérivés
CBI. Nous avons donc choisi de faire notre étude en sélectionnant comme filtre d’émission
un filtre passe haut à 475 nm, et comme filtre d’excitation, un filtre coupe bande à 442 nm.
Figure 3.4 – Système optique du détecteur LIF et mise en place des filtres
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Nous avons procédé à une caractérisation des filtres et du laser afin de vérifier que leurs
performances étaient conformes aux spécifications du fournisseur. Les filtres ont ainsi été
caractérisés en utilisant un spectromètre fibré (Océans Optics USB 2000+). Pour cela, nous
avons eu à choisir entre deux sources lumineuses : une lampe LED (light-emitting diode, lampe
électroluminescente en français) (miscroscope Zeiss Axio Observer 2000) et une lampe à
vapeur de mercure (HXP 120 C Kübler). Le spectre de la lumière émise par les deux sources
a été enregistré (cf. figure 3.5). L’intensité du signal étant plus élevée pour la LED dans la
gamme de longueurs d’onde d’intérêt pour notre étude (à partir de 435 nm), nous avons
sélectionné cette source pour caractériser les filtres.
Nous pouvons constater sur la figure 3.6 que les filtres dont nous avons fait l’acquisition
sont compatibles avec les caractéristiques techniques données par le constructeur. En effet, la
lumière LEDpassant par le filtre laser 442 nm présente un spectre avec une gaussienne centrée
sur 442 nm, tout en atténuant son intensité, ce qui permet de ne pas saturer le détecteur. Le
filtre passe haut 475 nm, quant à lui, laisse passer les longueurs d’onde supérieures à 475 nm
et bloque toutes les longueurs d’onde en dessous de cette valeur.
Figure 3.5 – Spectre de la lumière émise par une lampe LED (rouge) et une lampe à vapeur
de mercure (bleu)
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Figure 3.6 – Spectre de la lumière émise par une lampe LED avant (vert) et après le passage
par les filtres coupe bande 442 nm (rouge) et passe haut 475 nm (bleu)
Une caractérisation du laser a aussi été effectuée en utilisant le spectromètre fibré utilisé
plus haut. Nous avons obtenu le spectre de la figure 3.7. Nous pouvons y voir que le rayon-
nement du laser est à la fois intense et bien focalisé autour de 442 nm. Notre laser est donc
conforme aux spécifications du fournisseur.
Figure 3.7 – Spectre de caractérisation du laser 442 nm
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I.2 Optimisation de la réaction de marquage
Des études antérieures faites sur le marquage d’amines par le NDA [145, 139, 146, 132],
montrent que plusieurs paramètres peuvent influer sur le rendement de la réaction de dériva-
tion. Parmi ces paramètres, les plus importants sont : le temps de réaction, le pH et la force
ionique du tampon de dérivation ainsi que le rapport molaire NDA/peptide. Nous avons donc
cherché à optimiser ces différents paramètres afin que la réaction de dérivation des peptides
par le NDA donne le meilleur rendement possible. L’optimisation a été réalisée à température
ambiante et en maintenant le rapport molaire NDA/KCN = 1 selon le protocole général dé-
crit dans l’annexe B.I.
I.2.1 Temps de réaction
Le spectre d’émission de fluorescence d’une solution de PN incubée en présence d’un
excès de NDA dans un tampon borate (pH=10, 50 mM) a été enregistré à intervalles de
temps réguliers pendant 5 heures (cf. figure 3.8).
Figure 3.8 – Analyses par spectrofluorimètrie du peptide natif marqué par le NDA à différents
temps de réaction λex=419 nm
Condition de dérivation (voir annexe B.I)
Le spectre du mélange réactionnel ne contenant pas le peptide (dénommé blanc NDA) a
également été enregistré dans les mêmes conditions. Dès 15 minutes d’incubation, une bande
67
CHAPITRE 3 - A - I
d’émission présentant 2 maximas situés à 460 et 480 nm est observée pour la solution de pep-
tide incubée par le NDA. Comme attendu compte tenu des propriétés fluorogènes de ce mar-
queur, cette bande n’est pas présente sur la solution du blanc NDA. Ces résultats confirment
l’efficacité de la réaction de marquage dans les conditions opératoires retenues. Aucune dif-
férence significative de l’intensité de la bande d’émission de fluorescence caractéristique du
dérivé PN-NDA n’est détectée entre 15 minutes et 5 heures d’incubation. Ceci indique, d’une
part, que la réaction est achevée à 15 minutes et, d’autre part, que le produit de la réaction de
marquage est stable pendant 5 heures à température ambiante à l’abri de la lumière.
I.2.2 Rapport molaire NDA/peptide
Le ratio marqueur /peptide est un facteur déterminant pour la réussite de la réaction de
dérivation [139, 124]. Une trop faible concentration de marqueur par rapport à celle du pep-
tide peut diminuer la cinétique de la réaction, tandis qu’une forte concentration de marqueur
peut favoriser l’apparition de produits secondaires fluorescents qui peuvent être gênant pour
détecter et quantifier par EC les analytes d’intérêt.
Figure 3.9 – Electrophérogramme de PN-NDA : rapport molaire NDA/PN=100 (tirets) rap-
port molaire NDA/PN=40 (trait plein) blanc NDA (pointillés).
Capillaire de silice vierge (50 cm Leff, 75 µm .DI), tampon HEPES pH 8, 40 mM, 25 kV, 25°C.
détection λex=442 nm
Conditions de dérivation : concentration de peptide 0,2 mM, tampon borate pH = 10, 50 mM
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Nous avons fait varier le rapport molaire entre le NDA et le PN de 20 à 100, tout en
gardant les autres paramètres constants. L’analyse EC-LIF de solutions de PN incubées 15
minutes dans un tampon borate 50 mM pH 10 en présence de concentrations croissantes
de NDA été effectuée sur un capillaire de silice fondue en sélectionnant comme électrolyte
support un tampon HEPES 40 mM pH 8. Dans ces conditions, un pic correspondant au
dérivé PN-NDA est observé à 5,75 minutes sur l’électrophérogramme de la solution de déri-
vation (cf. figure 3.9). La figure 3.10 présente l’évolution de l’aire du pic du dérivé PN-NDA
en fonction du rapport molaire NDA/PN.
Figure 3.10 – Graphique représentant l’évolution de l’aire du pic du dérivé PN-NDA par
rapport au rapport molaire NDA/PN
Une augmentation de l’aire du pic caractéristique du dérivé PN-NDA est observée lorsque
le rapport molaire augmente jusqu’à 40, valeur pour laquelle l’aire maximale est obtenue. Pour
des ratios supérieurs à 40, une légère diminution de l’aire du pic est observée parallèlement à
l’augmentation de l’aire des pics parasites correspondant vraisemblablement aux dérivés fluo-
rescents secondaires formés au cours de la réaction (cf. figure 3.9). Ces résultats montrent
que dans les conditions expérimentales utilisées, le rapport molaire optimal entre le NDA et
PN est égal à 40.
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I.2.3 Force ionique du tampon
L’influence de la force ionique du tampon de dérivation sur l’efficacité du marquage de
PN par le NDA a également été évaluée. Nous avons ainsi étudié l’évolution de l’aire et de
l’efficacité du pic du dérivé PN-NDA obtenu lors de l’analyse EC-LIF d’une solution de PN
incubée 15 min en présence de NDA (ratio NDA/PN= 40) dans un tampon borate pH 10 de
force ionique variant de 10 à 100 mM (cf. figure 3.11). La séparation a été réalisée en utilisant
un tampon HEPES 40 mM pH 8 comme électrolyte support et l’efficacité de pic a été estimée
en calculant le nombre de plateaux théoriques.
Figure 3.11 – Évolution de l’aire du pic du dérivé PN-NDA (trait plein) et de l’efficacité du
pic du dérivé PN-NDA (tirets) en fonction de la force ionique du tampon de dérivation
Nous avons constaté une nette augmentation de l’aire du pic du dérivé PN-NDA avec
l’augmentation de la force ionique du tampon de dérivation. L’aire du pic obtenu lorsque la
dérivation est effectuée en tampon de force ionique 100 mM est ainsi doublée par rapport à
celle caractéristique du pic obtenu pour une force ionique dix fois plus petite. Ces résultats
sont en accord avec l’étude de Lunte et al qui montre que la réaction de dérivation des peptides
et protéines par le NDA est catalysée lorsque la force ionique du tampon augmente [145].
Cependant, nous avons aussi mis en évidence une très nette diminution de l’efficacité de pic
du dérivé PN-NDA avec l’augmentation de la force ionique du tampon de dérivation (cf.
figure 3.11). Le nombre de plateaux théoriques est ainsi environ cinq fois plus grand pour
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l’analyse de la solution dérivée en tampon de force ionique 10 mM par rapport au nombre de
plateaux obtenu pour l’analyse de la solution de dérivation de force ionique 100mM. Ceci peut
s’expliquer par la différence de conductivité entre l’échantillon et l’électrolyte support, plus
favorable pour générer une séparation efficace lorsque la concentration en sels de l’échantillon
est faible.
Notre objectif étant à terme, de développer une méthode d’analyse sensible adaptée à
la détection dans le sérum humain de faibles concentrations de peptides, la force ionique
optimale retenue pour mener la dérivation des peptides a été fixée à 70 mM, ce qui nous est
apparu être un bon compromis entre sensibilité de détection et efficacité de la séparation.
I.2.4 pH du tampon de dérivation
L’influence du pH sur la réaction de dérivation de PN par le NDA a également été étudiée
sur une gamme de pH variant de 8,5 à 10. Cette gamme a été retenue car il a été montré
que le rendement de la réaction de dérivation d’une amine est généralement élevé lorsque le
pH du tampon d’incubation est proche du pKa de l’amine cible [132, 145]. Les solutions de
dérivation de PN (tampon borate 70 mM, ratio NDA/PN= 40) ont été analysées par EC-LIF
en utilisant deux systèmes tampons différents comme électrolyte support : le tampon HEPES
pH=8 et tampon borate pH=10, tous deux à une force ionique de 40 mM. L’efficacité ainsi
que l’aire du pic du dérivé PN-NDA calculée pour chacune des conditions expérimentales a
été représentée en fonction du pH du milieu d’incubation sur les figures 3.12 et 3.13.
Quelle que soit la valeur du pH du tampon de dérivation, on observe que l’efficacité
de pic obtenue en analysant la solution de dérivation avec un tampon HEPES pH 8 est très
nettement inférieure à celle obtenue avec un tampon borate pH 10. Par ailleurs les aires de pics
observés avec ces deux électrolytes sont équivalents. Cependant, des écart-types importants
ont été observés avec le tampon HEPES notamment à pH=9,5 et 10. C’est donc sur la base
de ces résultats que nous avons étudié l’évolution de l’aire du pic de PN-NDA en fonction
du pH du milieu de dérivation, en utilisant le tampon borate pH10, 40mM comme électrolyte
support.
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Figure 3.12 – Histogramme représentant l’efficacité de pic du dérivé PN-NDA en fonction
du pH du tampon de dérivation pour les deux électrolytes supports testés pour la séparation
électrocinétique
Figure 3.13 – Histogramme représentant l’aire du pic du dérivé PN-NDA en fonction du
pH du tampon de dérivation pour les deux électrolytes supports testés pour la séparation
électrocinétique
Comme le montre la figure 3.14, une augmentation de l’efficacité du pic est observée pour
des valeurs de pH allant de 8,5 à 9,5, tandis qu’une diminution de l’aire du pic est observée
dans cette gamme de pH. Pour des valeurs de pH supérieures à 9,5, l’efficacité de pic diminue
tandis que l’aire du pic augmente. Dans ces conditions, il apparaît donc qu’une valeur de pH
égale à 9 permet d’obtenir le meilleur compromis entre aire et efficacité de pic.
72
CHAPITRE 3 - A - I
Figure 3.14 – Évolution de l’aire du pic du dérivé PN-NDA (trait pleins) et du nombre de
plateaux théoriques (tirets) en fonction du pH du tampon de dérivation (borate 70 mM) -
Électrolyte support : borate pH 10 40 mM
I.3 Contrôle de la réaction de marquage par spectrométrie de masse
Le contrôle de la réaction de dérivation optimisée a également été effectué par spectro-
métrie de masse en mode MALDI-TOF (Perseptive Biosystems Voyager-DE Pro STR). Ces
analyses, réalisées au Laboratoire d’analyse pour la modélisation et la biologie (LAMBE, UMR
8587) de l’Université Evry Val d’Essonne, ont été menées dans le but de confirmer que la ré-
action est achevée mais également de préciser le nombre de fonctions amine marquées au
cours de la réaction de dérivation des peptides d’intérêt (mono ou multi-marquage).
Comme nous pouvons le constater sur la figure 3.15, aucun pic correspondant aux pep-
tides n’ayant pas réagi (situé à un rapport m/z de 2456 pour PN et 2426,2 pour PM) n’a été
détecté sur le spectre de masse des solutions de PN et PM dérivées par le NDA, ce qui indique
que la réaction de marquage est quasi-totale. Parmi les pics observés sur le spectre de masse
des solutions de dérivation de PN et PM, nous trouvons les pics correspondant aux produits
mono-marqué de PN et PM à un rapport m/z égal à 2630,9 (PN-NDA) et 2601,4 (PM-NDA)
respectivement.
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(a)
(b)
(c)
(d)
Figure 3.15 – Analyse en spectrométrie de masse MALDI-TOF de PN et PM avant (a, c) et
après dérivation par le NDA (b, d)
Conditions : matrice CHCA à 10mg/mL dans acétonitrile/eau 50/50 (v/v) 0,1% TFA. Echantillon :
1 µL de solution dérivée de peptide à 200 mM + 1 µL de matrice. Mode réflecteur. Délai d’extraction :
450 nsec
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Nous observons aussi la présence de pics à 2652,8 et 2623,4 m/z correspondant aux
adduits sodium des dérivés mono-marqué de PN et PM respectivement. Des adduits potas-
sium des dérivés mono-marqués des 2 peptides sont également observés à 2668,8 et 2639,4
m/z respectivement. Nous remarquons aussi dans le cas de PM (spectre (d)) la présence d’un
groupe de pics dont la masse pourraient correspondre au produit di-marqué. Bien qu’aucun
pic dont la masse corresponde exactement au dérivé di-marqué (2776,4 m/z) n’ait été trouvé,
des pics correspondant au dérivé di-marqué ayant perdu HCN, ainsi que les adduits sodium
et potassium de ce dérivé ont pu être identifiés (2749,4 m/z, 2771,4 m/z et 2787,4 m/z).
Ces résultats prouvent bien la formation d’un dérivé di-marqué pour le peptide mutant, cor-
respondant au marquage double de l’amine de la chaîne latérale de la lysine et de l’extrémité
N-terminale de l’alanine. Ils indiquent également que ce dérivé est instable et perd rapidement
le substituant HCN pour donner un produit bien plus stable.
Le fait que le double marquage n’ait pu être mis en évidence pour la dérivation de PN,
contrairement à PM, pourrait être lié à la nature de l’acide aminé en position N-terminale
(thréonine pour PN et alanine pour PM) et de sa probable influence sur la réactivité de la
fonction amine N-term et/ou la stabilité du dérivé fluorescent. On peut ainsi supposer que
la conformation du peptide peut être modifiée par le remplacement d’un résidu apolaire (Ala
pour PM) par un résidu polaire (Thr pour PN) ayant pour conséquence de diminuer l’acces-
sibilité du groupement amine au marqueur fluorogène.
II Marquage des peptides par le FQ
La réaction de marquage d’une amine par le 3-(2-furoyl)quinoline-2-carboxaldéhyde (FQ)
est présentée dans la figure 3.16. Ce marqueur fluorogène, acheté sous le nom commercial
de ATTO-TAG FQ (Interchim, France) conduit à la formation, en présence d’un agent nu-
cléophile (CN−), de dérivés fluorescents possédant un maximum d’excitation à 480 nm et
un maximum d’émission aux alentours de 590 nm (d’après les spécifications du fabriquant).
Le FQ est donc un bon candidat pour le marquage des peptides PN et PM, les dérivés étant
susceptibles d’être analysés par EC-LIF au moyen d’une excitation par le laser Argon 488 nm
(PA 800, Beckman Coulter, USA), déjà présent dans notre laboratoire.
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Figure 3.16 – Réaction de marquage d’une amine par le FQ
[103]
II.1 Développement de la réaction de marquage
Pour optimiser la réaction de marquage des peptides d’intérêt, nous nous sommes inspirés
de travaux antérieurs portant sur la dérivation d’acides aminés et de protéines par le FQ [147,
103]. La dérivation pré-capillaire de PN a ainsi été réalisée, selon le protocole général décrit
dans l’annexe B.III, en milieu hydro-organique (tampon borate pH 9 / méthanol 1/1 v/v).
Cette valeur de pH a été décrite comme optimale pour atteindre le meilleur rendement de la
réaction de marquage. En effet, il a été reporté que même si le pH du milieu de dérivation doit
être suffisamment élevé pour que les groupements amines soient non ionisés, des réactions
secondaires entre le FQ et le KCN peuvent se produire à des valeurs de pH supérieure à 9,3
ce qui entraine la formation de produits secondaires qui compliquent le profil EC [148]. Nous
avons étudié au cours de nos travaux l’influence de la température, du temps d’incubation et
du rapport molaire marqueur / peptide sur l’efficacité du marquage.
II.1.1 Étude préliminaire
a) Par spectrofluorimétrie
Tout d’abord, le spectre d’émission de fluorescence du FQ, du peptide PN et d’une solution
de PN incubée 15 min à 55°C par le FQ en tampon borate 40 mM pH 9 / méthanol 1/1 v/v
avec un ratio marqueur /peptide égal à 100 a été enregistré (spectrofluorimètre Jasco FP 750)
en excitant les échantillons à 488nm (cf. figure 3.17).
76
CHAPITRE 3 - A - II
Figure 3.17 – Spectres d’émission de fluorescence après excitation 488 nm du PNmarqué par
FQ, blanc FQ (mélange de dérivation sans peptide) et blanc peptide (mélange de dérivation
sans FQ).
Conditions de dérivation : milieu : tampon borate pH=9, 40mM/methanol (1/1) rapport molaire FQ/pep-
tide = 100, dérivation à 55°C pendant 15 min. Tous les échantillons ont été dilués au 1/6.
Comme le montre la figure 3.17, aucune bande n’est observée sur le spectre d’émission
de fluorescence de la solution de FQ ce qui est conforme aux propriétés fluorogènes du
réactif. Le spectre enregistré, dans les mêmes conditions, pour la solution de PN non dérivé
présente, en revanche, une bande située vers 519 nm, résultant vraisemblablement d’impuretés
de synthèse fluorescentes du peptide synthétique. Le spectre de la solution de PN incubée 15
min à 55°C avec le FQ avec du FQ présente quant à lui une bande à 590 nm, caractéristique
du dérivé isoindole formé, confirmant l’efficacité de la réaction de dérivation.
b) Analyse par électrophorèse capillaire couplée à la détection par la fluores-
cence à 488 nm
L’analyse EC -LIF d’une solution de PN incubée 15 min à 55°C par le FQ dans un mé-
lange tampon borate 40 mM pH 9/ méthanol 1/1 v/v a été réalisée sur un capillaire de
silice fondue en sélectionnant comme électrolyte support un tampon borate 40 mM pH 9.
Comme le montre l’électrophérogramme présenté sur la figure 3.18, un pic correspondant
au peptide dérivé par le FQ (PN-FQ) est observé à 7,5 min. L’attribution de ce pic a été ef-
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fectuée en procédant à l’analyse EC-LIF d’une solution de marqueur préparée dans le milieu
d’incubation en l’absence de PN (blanc FQ). Etant donné le caractère fluorogène du FQ,
l’électrophérogramme du blanc FQ ne montre que quelques petits pics, pouvant être assimi-
lés à du bruit de fond, qui correspondent à la formation de produits d’hydrolyse et/ou à la
présence d’impuretés du réactif. Le profil électrophorétique d’une solution de PN préparée
dans le milieu d’incubation en l’absence de FQ (blanc PN) a également été enregistré dans
les mêmes conditions d’analyse. Comme le montre la figure 3.18, quelques petits pics sont
présents sur le profil du blanc PN indiquant la présence probable dans l’échantillon de PN
d’impuretés fluorescentes à l’origine de la bande d’émission de fluorescence précédemment
observée à 519 nm sur le spectre d’émission de fluorescence de la solution (figure 3.17).
Comme illustré sur la figure 3.19, le profil électrophorétique d’une solution de dérivation
de PM par le FQ est similaire à celui d’une solution de PN : un pic correspondant au dérivé
fluorescent PM-FQ est observé vers 7,5 minutes.
Figure 3.18 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le FQ de PN
Conditions d’analyse : capillaire silice (60×50cm×75μm), voltage 20kV, température 25°C, tampon borate
de sodium pH=9,0 40mM, échantillon : solution de peptide incubée pendant 15 min à 55°C selon le protocole
décrit en annexe B.III.
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Figure 3.19 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le FQ de PM
Conditions d’analyse : capillaire silice (60×50cm×75μm), voltage 20kV, température 25°C, tampon borate
de sodium pH=9,0 40mM, échantillon : solution de peptide incubée pendant 15 min à 55°C selon le protocole
décrit en annexe B.III.
II.1.2 Optimisation du rapport molaire marqueur fluorogène / peptide
L’influence du rapport molaire FQ/peptide sur le rendement de la réaction a été étudiée en
procédant à l’analyse EC-LIF de solutions de PN incubées 15 min à 55°C dans un mélange
méthanol/tampon borate 40 mM pH 9 1/1 v/v pour deux valeurs de rapport FQ/PN :
10 et 100. Comme indiqué dans la figure 3.20, aucune différence significative de l’aire du
pic du dérivé PN- FQ obtenu à 7,5 min sur un capillaire de silice fondue en sélectionnant
comme électrolyte support un tampon borate 40 mM pH 9 n’a été mise en évidence pour les
ratios étudiés. Un excès de réactif de marquage étant une condition à priori favorable pour
augmenter la cinétique de la réaction, le rapport molaire 100 a été choisi pour la suite des
expériences.
Figure 3.20 – Aires du pic du dérivé PN-FQ en fonction du rapport molaire FQ/PN
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II.1.3 Optimisation de la température et du temps d’incubation
L’effet de la température et du temps d’incubation sur la réaction de dérivation a été étudié
en procédant à l’analyse EC-LIF de solutions de PN incubées par le FQ dans un milieu mé-
thanol/tampon borate 40 mM pH 9 pour un rapport molaire FQ/peptide égal à 100. L’étude
a été menée en faisant varier la température de 45 à 65°C et le temps d’incubation de 5 à
30 min. Les solutions de dérivation ont été analysées sur un capillaire de silice fondue en
sélectionnant comme électrolyte support un tampon HEPES 40 mM pH 8.
Nous avons aussi remarqué une dégradation à 65°C du dérivé fluorescent PN-FQ illus-
trée par l’apparition sur l’électrophérogramme de la solution de dérivation de nouveaux pics
parallèlement à une diminution de 16% et 65% de l’aire et de la hauteur du pic correspondant
au peptide marqué, respectivement (cf. figure 3.21). Dans les conditions opératoires définies
(milieu hydro-méthanolique pH 9, rapport molaire marqueur/peptide de 100) et pour trou-
ver un compromis entre gain de temps et dégradation des molécules, les conditions optimales
d’incubation de PN par le FQ ont été fixées à 55°C pendant 15 min. A noter que l’utilisation
de l’électrolyte HEPES pH 8 a mis en évidence, quelques soient les conditions d’incubation, la
présence d’un épaulement sur le pic caractéristique du dérivé PN-FQ indiquant la formation
probable au cours de la réaction de marquage de PN de plusieurs dérivés fluorescents.
Figure 3.21 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le FQ de PN 55°C 15 min (a) et 65°C 15
min (b)
Conditions d’analyse : électrolyte : tampon HEPES pH =8, 40 mM. Capillaire de silice vierge (60x50
cmx75 μm), voltage 20 kV, température 25°C.
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II.2 Contrôle de la réaction de marquage par analyse par spectrométrie de masse
Des investigations ont été menées par spectrométrie de masse MALDI-TOF (appareil
Perseptive BiosystemsVoyager-DEPro STR) et ESI-Trappe ionique (appareil Esquire 3000+)
pour confirmer l’efficacité de la méthode de marquage développée.
Au-delà de 2850 m/z aucun pic n’a été détecté (cf. figure en annexe B.IV).
Les spectres de masse MALDI-TOF des peptides PN et PM avant et après marquage par
le FQ sont présentés sur la figure 3.22. Aucun pic correspondant aux peptides PN (2456,0
m/z) et PM (2426,2 m/z) non marqués n’est détecté après dérivation par le FQ (spectre b et
d). Ces résultats montrent que la réaction de marquage est achevée dans les conditions opéra-
toires définies. Par ailleurs, nous observons aussi la présence d’un pic situé à un rapport m/z
égal à 2698,3, pour PN et à 2668,5 pour PM correspondant au rapport théorique caractéris-
tique d’un dérivé monomarqué pour chacun des deux peptides. D’autres pics correspondant
aux différents adduits sodium et potassium sont aussi présents. Aucun pic susceptible de
correspondre à un dérivé di-marqué n’a pu être observé dans les conditions d’analyse. Ces
résultats indiquent que le marquage s’effectue principalement sur un seul groupement amine
et non pas sur les deux sites potentiellement dérivables des peptides (groupements amine de
l’extrémité N-term et de la chaîne latérale de la lysine), comme c’est le cas pour le marquage
par le NDA. Compte tenu de la structure des deux marqueurs, la différence de réactivité pour-
rait être liée à la taille de la molécule de FQ, plus grande que celle du NDA, ce qui limiterait
son accès aux sites de marquage N-term.
Par ailleurs, sur ce spectre MALDI-TOF, on remarque la présence d’un pic à 2689,4 m/z
présentant une différence de masse de 9 m/z avec le pic principal situé à 2698,3m/z. Ce pic
ne pouvant pas correspondre à des adduits, confirme nos doutes concernant une formation
de dérivés du FQ pouvant réagir avec les peptides et donnant ces pics. La présence de ces
sous- produits pouvant être à l’origine de l’épaulement que nous constatons lors des analyses
en EC- LIF et des peptides marqués par le FQ (cf. figures 3.21).
Des analyses par spectrométrie de masse ESI-trappe ionique en infusion directe en élec-
trospray de solution de peptides PN et PM avant et après marquage par le FQ ont été réalisées
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en vue de confirmer ces résultats (Trappe 3D Bruker Esquire 3000+).
Figure 3.22 – Analyse en spectrométrie de masse MALDI-TOF de PN (a) PN dérivé par le
FQ (b) PM (c) PM dérivé par le FQ (d)
Conditions : matrice CHCA à 10mg/mL dans acétonitrile/eau 50/50 (v/v) 0,1% TFA. Échantillon :
1 μL de solution dérivée de peptide à 200 mM + 1 μL de matrice. Mode réflecteur. Délai d’extraction :
450 nsec
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Figure 3.23 – Spectres de masse ESI-Trappe ionique en infusion directe en électrospray de
solutions de peptide PN (a) PN marqué par le FQ (b) peptide PM (c) PM marqué par le FQ
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Les spectres de masse ESI-Trappe ionique de PN et PM obtenus avant et après incubation
par le FQ sont présentés sur la figure 3.23. Les spectres des peptides natif et mutant (a et c)
présentent chacun trois pics principaux (notés 1, 2 et 3) correspondant aux ions susceptibles
d’être formés compte tenu des différents degrés d’ionisation des peptides : (M+2H)/2 pour
le pic (1), (M+3H)/3 pour le pic (2) et (M+ Na+ 3H)/4 pour le pic (3).
Pour le spectre de la solution de PN incubée par le FQ (b), les deux principaux pics obser-
vés correspondent au dérivé mono- marqué (rapport m/z égal à 1349,8 pour l’ion di-chargé
et 907,8 pour l’ion tri-chargé). Des pics bien moins intenses situés à un rapport m/z de 1228,9
et 1471,3 sont également détectés signalant la présence à l’état de traces dans la solution de
PN n’ayant pas réagi (1228, 9 m/z) et celle d’un dérivé di-marqué (1471, 3 m/z). Ces deux
composés n’ont pas été détectés en MALDI- TOF. Ceci indique que les peptides d’intérêt
s’ioniseraient mal en MALDI, ce qui rendrait leur détection en TOF plus difficile.
En revanche, en ESI, nous pensons que le fait que les peptides soient en solution facilite-
rait leur ionisation et donc leur détection par la trappe ionique. Le spectre de la solution de PM
incubée par le FQ (d) met en évidence de la même façon la formation du dérivé mono-marqué
(1334,8 m/z) et celle de traces de dérivé di-marqué (1455,7 m/z) et de PM n’ayant pas réagi
avec le fluorophore (1213,8 m/z). Ces deux ions minoritaires n’ont pas été mis en évidence
précédemment lors des analyses en mode MALDI-TOF, ce mode d’ionisation étant vraisem-
blablement moins favorable pour l’ionisation des molécules étudiées que le mode d’ionisation
par électrospray qui repose sur l’ionisation d’échantillons en solution.
Afin d’identifier le site de marquage préférentiel des peptides conduisant à l’obtention
d’un dérivé mono-marqué, nous avons réalisé des analyses en ESI-MS/MS en effectuant des
fragmentations du pic correspondant au dérivé mono-marqué (rapport m/z de 1348,8±2
pour l’ion di-chargé caractéristique de PN-FQ). Les résultats sont présentés sur la figure 3.24.
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Figure 3.24 – Analyse du spectre de masse MS/MS de PN monomarqué, ion précurseur :
1348,8 m/z
L’analyse de ce spectre MS/MS a été faite en y et en b. Les ions y, dénommés fragments
C-terminaux, correspondent aux fragments obtenus en rompant une liaison peptidique et en
conservant la charge de l’ion sur la partie C-terminale du peptide. Les ions b, dénommés
fragments N-terminaux, correspondent quant-à eux aux fragments obtenus en rompant une
liaison peptidique et en conservant la charge de l’ion sur la partie N-terminale du peptide (cf.
figure 3.25).
Figure 3.25 – Exemple de fragmentation d’un peptide en ions b et y
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Le rapport m/z de l’ion précurseur di-chargé étant de 1348,8, la masse caractéristique de
l’ion mono-chargé est égale à 2696,6 (2 x 1348,8 -1). La différence de rapport m/z entre cet
ion et le premier ion b observé sur le spectre à un rapport m/z de 2309,3 est donc de 387,3.
Cette valeur étant égale à la somme des masses du FQ (258,25) et du résidu lysine (128,17 cf.
tableau en annexe B.V), nous pouvons déduire que l’amine primaire du résidu lysine situé à
l’extrémité N-term de PN a réagi avec le FQ.
Par la suite, l’exploitation des pics observés sur le spectre MS-MS de PN a permis de
retrouver les rapports m/z caractéristiques de la série d’ions b et d’ions y et de remonter à
séquence du peptide étudié. En conclusion, cette étude a permis de prouver que le produit
majoritairement formé au cours du marquage pré-capillaire des peptides PN et PM est un dé-
rivé mono-marqué sur l’amine primaire de la chaîne latérale du résidu lysine situé à l’extrémité
C-term des peptides étudiés.
B Optimisation du marquage des peptides par des réac-
tifs fluorescents
I Marquage des peptides par les dérivés de la fluorescéine
Nous avons, pour commencer, choisi d’étudier le marquage fluorescent des peptides d’in-
térêt avec deux réactifs dérivés de la fluorescéine : la fluorescéine 5(6)-isothiocyanate (FITC) et
la 5- carboxy-fluorescéine-N- succinimidyl ester (NHS-fluorescéine). Ces réactifs réagissent,
comme indiqué sur la figure 3.26, en milieu alcalin avec les amines primaires et sont cou-
ramment utilisés pour le marquage de peptides et de protéines [149]. Ces marqueurs fluores-
cents ont été sélectionnés en raison de leur faible coût et de leur compatibilité avec la source
laser 488 disponible au laboratoire (Beckman Coulter) puisqu’ils présentent respectivement
une longueur d’onde d’excitation de 492 nm (FITC) et 494 nm (NHS-Fluorescéine) et une
longueur d’onde d’émission de 518 nm (FITC) et 519 (NHS- fluorescéine), d’après les spé-
cifications du fabriquant. La réactivité du NHS-fluorescéine est supérieure à celle du FITC
en raison de la présence du groupement succinimidyl ester qui réagit efficacement avec les
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amines dans des tampons de pH allant de 7 à 9 pour former des liaisons amide stables.
Figure 3.26 – Réaction (1) du NHS fluorescéine et (2) du 5-FITC avec une amine primaire
En s’inspirant de travaux précédemment publiés [150], la dérivation pré- capillaire de PN
et de PM par le FITC a été réalisée en tampon borate pH 9 40 mM en laissant la solution
incuber une nuit à température ambiante (cf. protocole détaillé en annexe B.VI). L’analyse
EC-LIF des solutions de dérivation de chacun des peptides et d’un blanc de dérivation, dans
lequel la fraction de l’échantillon protéique est remplacée par une fraction identique de tam-
pon, a été réalisée sur capillaire de silice vierge avec un tampon borate 40 mM pH 9 (cf. figure
3.27).
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Figure 3.27 – Analyses EC-LIF de la dérivation par le FITC de PN et d’un blanc FITC
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75μm), voltage 20kV, température 25°C, tampon borate de
sodium pH=9,0 40mM, échantillon : dilution 1/1000 de la solution de dérivation. Conditions de dérivation
(cf. annexe B.VI). Les flèches rouges indiquent le dérivé marqué.
Comme le montre la figure 3.27, le blanc FITC donne une multitude de pics, dont plu-
sieurs sont très intenses, rendant l’observation du pic du peptide marqué particulièrement
difficile. La fenêtre permettant d’observer le pic du dérivé fluorescent est très étroite, lais-
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sant présager des difficultés en terme de résolution lors de l’analyse simultanée des peptides
marqués PN et PM. Les variations de pH et de force ionique de l’électrolyte support (pH 8 à
10, force ionique de 40 à 80 mM) n’ont pas permis d’améliorer la séparation entre les dérivés
marqués et les pics interférents liés à la fluorescence du FITC en excès et de ses produits
d’hydrolyse.
Dans un second temps, le marquage de PN a été réalisé par le NHS-fluorescéine, selon
les conditions décrites dans l’annexe VII, en tampon borate 50 mM pH 8,5 avec un rapport
molaire réactif fluorescent/peptide égal à 15 (cf. annexe B.VII). Après une incubation d’une
heure à température ambiante, l’analyse EC-LIF de la solution et d’un blancNHS-fluorescéine
a été effectuée sur capillaire de silice vierge avec un tampon borate 40 mM pH 9. Compte tenu
des très nombreux pics présents sur l’électrophérogamme du blanc réactif (cf. figure 32) et
de la répétabilité extrêmement médiocre des analyses se traduisant par de grandes variations
des temps de migration et des hauteurs des pics, il n’a pas été possible de mettre en évidence
un pic susceptible d’être attribué à un dérivé fluorescent de PN.
Figure 3.28 – Analyse EC-LIF du NHS-fluoresceine
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75μm), voltage 20kV, température 25°C, tampon borate de
sodium pH=9,0 40mM, échantillon : dilution 1/20 de la solution de dérivation dans l’eau.
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De façon à limiter l’adsorption probable du fluorophore sur les parois du capillaire à l’ori-
gine des problèmes de répétabilité observés, une méthode de rinçage du capillaire effectuée
entre chaque analyse incluant notamment une étape de rinçage par le DMSO, solvant dans
lequel le NHS- fluorescéine est très soluble, a été testée (cf. annexe B.VIII).
Un test de recouvrement a été effectué en procédant à l’injection tantôt du côté court
du capillaire (10 cm de longueur effective) tantôt du côté long (50 cm de longueur effective)
d’une solution de dérivation.
Le calcul du recouvrement a été réalisé en utilisant l’équation suivante [151] :
R =
(
Al
As
) l
l−s
Avec l, la longueur effective du capillaire lors de l’injection du côté long, s la longueur
effective du capillaire lors de l’injection du côté court, Al et As, les aires de pics mesurées lors
de l’injection de l’échantillon du coté long et court respectivement. Le pic sélectionné pour
cette étude est observé à 19 min lors de l’injection du grand côté (cf. figure 3.28), 3 analyses
ont été réalisées pour chaque conditions.
La valeur du recouvrement ainsi calculée est égale à 0,65. Cette valeur est faible ce qui
signifie que la procédure de rinçage développée ne permet pas du juguler le problème ad-
sorption du fluorophore sur le capillaire de séparation.
II Marquage des peptides par le TAMRA-SE
Le 5-carboxy-tetramethyl-rhodamine-N-succinimidyl ester (TAMRA-SE) est un dérivé de
la rhodamine. Son maximum d’absorption se situe à 546 nm et son maximum d’émission se
situe à 575 nm. Ce réactif fluorescent réagit sur les amines primaires pour donner un dérivé
fluorescent présentant un quantum de fluorescence élevé (cf. figure 3.29) [152].
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Figure 3.29 – Réaction de marquage d’une amine primaire par le TAMRA-SE
Dans le but d’analyser en EC-LIF les dérivés de la rhodamine, nous avons fait l’acquisition
d’une source laser à diodes 532 nm (BFI Optilas, France) que nous avons couplée à l’un des
appareils d’électrophorèse capillaire du laboratoire (PA800 Beckman commercialisé avec un
détecteur LIF 488). Ce couplage a nécessité la mise en place au sein du détecteur d’un filtre
coupe bande 532 nm et d’un filtre passe bande 570 nm. En s’inspirant de travaux précédem-
ment publiés [153] la dérivation pré-capillaire de PN a été réalisée en présence d’un excès de
réactif (rapport molaire TAMRA-SE/PN = 40) en milieu alcalin (tampon borate 40 mM).
L’influence du pH et du temps d’incubation sur les produits de la réaction a été évaluée au
cours de nos travaux.
Dans un premier temps, la réaction a été effectuée à pH = 10 en fixant le temps d’incu-
bation à une heure. Les spectres d’émission de fluorescence de la solution de dérivation de
PN et de la solution de dérivation exempte de peptide (blanc TAMRA-SE), toutes deux exci-
tées à 532 nm, sont présentés sur la figure 3.30. Contrairement aux réactifs fluorogènes FQ
et NDA, le spectre d’émission de fluorescence du blanc réactif présente une bande intense
située à 570 nm. Cette bande est retrouvée sur le spectre de la solution de dérivation de PN
avec une intensité d’émission de fluorescence comparable.
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Figure 3.30 – Spectres d’émission de fluorescence après excitation à 532 nm du blanc
TAMRA-SE et de PN marqué par le TAMRA-SE
(Conditions de dérivation : cf. annexe B.IX). Dilution 1/1000
L’analyse EC-LIF des deux solutions a été réalisée sur un capillaire de silice fondue en
utilisant un tampon phosphate 50 mM pH 7 (figure 3.31). Par comparaison des profils ob-
tenus pour la solution de blanc réactif et pour la solution de dérivation de PN, une série de
pics, dont un majeur situé à 6,2 min, susceptible d’être attribuée aux produits de la réaction de
marquage de PN a été mise en évidence. Afin de préciser la structure des dérivés fluorescents
obtenus dans ces conditions expérimentales, nous avons effectué des analyses par spectromé-
trie de masse MALDI- TOF. Les spectres de masse des solutions de PN et PM avant et après
incubation par le TAMRA-SE sont présentés sur la figure 3.32.
Figure 3.31 – Analyses EC-LIF de la dérivation par le TAMRA-SE de PN et d’un blanc
TAMRA-SE
Conditions EC : capillaire silice (57×50cm×75μm), voltage 20 kV, température 25°C. Analyse tampon
phosphate pH=7, 50mM. Dilution des échantillons 1/4 avec HEPES pH 8, 40mM.
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Figure 3.32 – Analyse en spectrométrie de masse de PN (a) PN dérivé par le TAMRA-SE (b)
de PM (c) PM dérivé par le TAMRA-SE (d)
Conditions : matrice CHCA à 10mg/mL dans acétonitrile/eau 50/50 (v/v) 0,1% TFA. Échantillon :
1 μL de solution dérivée de peptide à 200 mM + 1 μL de matrice. Mode réflecteur. Délai d’extraction :
450 nsec
Nous remarquons sur les spectres de masse des solutions de dérivation des deux peptides
(spectres (b) et (d)) l’absence de pics correspondant aux peptides non marqués, indiquant que
la réaction de marquage est quasi-totale dans les conditions expérimentales retenues.
Sur le spectre (b), correspondant à l’analyse du peptide natif après marquage, nous obser-
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vons la présence de deux pics majeurs : le premier à un rapport m/z de 2868,3 correspond au
peptide natif mono-marqué par le TAMRA-SE (rapport m/z théorique = 2868), le second,
obtenu à un rapport m/z de 3281,4 correspond quant-à lui au peptide doublement marqué
par le TAMRA-SE (rapport m/z théorique = 3281). Nous observons aussi la présence d’un
petit pic de rapport m/z égal à 3693,5 qui pourrait correspondre au peptide triplement mar-
qué par le TAMRA-SE (rapport m/z théorique = 3694). Dans la mesure où il n’existe que
deux amines primaires sur PN (extrêmité N-term et chaîne latérale du résidu Lysine), nous
avons émis l’hypothèse que l’amine secondaire du résidu Histidine est également susceptible
de réagir avec le TAMRA-SE dans nos conditions expérimentales.
A notre connaissance, cette réaction n’a pas été précédemment décrite dans la littérature.
En revanche, des études publiées montrent que l’amine secondaire du résidu Histidine peut
réagir avec des marqueurs possédant une fonction epoxy [154], cette fonction, tout comme
la fonction succinimidyl ester, étant un bon groupement partant. Le spectre de masse de la
solution de dérivation du peptide mutant (spectre d) présente également deux pics principaux
correspondant aux dérivés mono- et di- marqués (situés respectivement à un rapport m/z de
2838,2 et 3251,3), ainsi qu’un petit pic à un rapport m/z de 3663,4 correspondant au peptide
triplement marqué par le TAMRA-SE.
Une étude de la cinétique de la réaction de marquage a été réalisée en enregistrant le
spectre de masse MALDI-TOF d’une solution de PN incubée par le TAMRA-SE à pH 10
(rapport molaire réactif/peptide = 40). La proportion de peptide natif et des dérivés mono-,
di- et tri- marqués a été estimée sur une gamme de temps allant jusqu’à 4h15 en partant de
l’hypothèse que l’efficacité d’ionisation de toutes ces espèces est identique [155].
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Figure 3.33 – Pourcentage du peptide natif et des dérivésmono-, di- et tri-marqués en fonction
du temps pour un marquage effectué en tampon borate 40 mM pH=10 (a) pH=7,9 (b)
Comme le montre la figure 3.33 (a), aucune trace de peptide natif n’a pu être décelée dès
1 minute d’incubation indiquant que la réaction entre le TAMRA-SE et PN est rapide. A ce
stade, la solution est composée principalement de dérivé mono-marqué (77%), les dérivés di-
et tri- marqués étant formés à hauteur d’environ 22% et 1%, respectivement. La proportion du
dérivé di-marqué augmente ensuite pour atteindre dès 30 minutes une valeur de 45% restant
stable par la suite tandis que le pourcentage de dérivé triplement marqué ne dépasse pas 2%
dans ces conditions. La cinétique de la réaction de marquage de PN par le TAMRA-SE a
également été étudiée par spectrométrie de masse MALDI-TOF à une valeur de pH égale à
7,9, conditions moins alcalines susceptibles de limiter l’hydrolyse du réactif (figure 3.33 (b)).
Si à 1 min, la composition de la solution de dérivation est semblable à celle obtenue à pH 10,
la proportion du dérivé mono-marqué diminue davantage jusqu’à atteindre dès 15 minutes
une valeur d’environ 20% tandis que celle des dérivés di-marqués et tri-marqués augmente
parallèlement, ces derniers étant formés à hauteur d’environ 68% et 12% respectivement
dans ces conditions de pH. Un changement de conformation de PN entre les 2 valeurs de
pH étudiées, facilitant l’accessibilité de l’amine secondaire du résidu His à pH 7,9 pourrait
être à l’origine du pourcentage plus élevé de dérivé tri-marqué dans ces conditions faiblement
alcalines. Au vu de ces résultats, il nous a semblé souhaitable de sélectionner le tampon de pH
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10 comme milieu d’incubation de façon à limiter au maximum le nombre de dérivés formés
au cours de la réaction.
C Conclusions
Nous avons étudié dans ce chapitre, la réaction de marquage fluorescent des peptides
d’intérêt PN et PM en vue de réaliser leur détection par EC-LIF. Cinq marqueurs de fluores-
cence, présentant des propriétés spectrales variées (cf. tableau 3.1) et susceptibles de réagir
avec des groupements amine ont été sélectionnés pour cette étude. Deux d’entre eux pré-
sentent des propriétés fluorogènes (FQ et NDA), les trois autres (FITC, NHS-fluorescéine et
TAMRA- SE) sont des réactifs fluorescents. Les dérivés fluorescents obtenus par marquage
avec le FQ, le FITC et le NHS-fluorescéine sont excitables par une source laser 488 nm
(source commercialisée avec l’appareil EC-LIF du laboratoire). L’analyse EC-LIF des dérivés
marqués par le NDA et le TAMRA-SE a nécessité de coupler l’un des appareils d’EC de notre
laboratoire à deux nouvelles sources laser à diodes à 442 et 532 nm, respectivement, et de mo-
difier en conséquence les caractéristiques des filtres coupe bande / passe haut (442/475 et
532/570 nm, respectivement) introduits dans le détecteur. Dans le but d’obtenir le meilleur
rendement pour la réaction de dérivation pré-capillaire des peptides avec les différents mar-
queurs, nous avons optimisé différents paramètres tels que le rapport molaire réactif/peptide,
le pH et la force ionique du milieu d’incubation ainsi que le temps de réaction. Les résultats
obtenus avec les dérivés de la fluorescéine (FITC et NHS-fluorescéine) se sont révélés dé-
cevants dans la mesure où la présence sur l’électrophérogramme de la solution de dérivation
de nombreux pics correspondants au réactif de dérivation, à ses produits d’hydrolyse et/ou
impuretés fluorescentes n’a pas permis de détecter facilement le(s) pic(s) attribuable(s) aux
peptides marqués.
En revanche, les résultats ont montré que les peptides étudiés peuvent être marqués et
analysés en EC-LIF avec succès par le FQ, le NDA et le TAMRA-SE. Comme indiqué dans le
tableau 3.2 qui regroupe les principales caractéristiques des réactions optimisées avec ces trois
réactifs, les meilleures conditions de dérivation ont été obtenues en incubant les peptides dans
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un mélange solvant organique / tampon borate de pH 9-10 en présence d’un large excès de
réactif fluorescent (rapport molaire marqueur/peptide supérieur ou égal à 40). Dans les trois
cas, aucun pic correspondant au peptide non dérivé n’a pu être mis en évidence par analyse
en MS MALDI-TOF de la solution de dérivation ce qui semble indiquer que la réaction est
achevée dans les conditions optimisées. Une trace a été visualisée en MS ESI-Trappe ionique
pour la réaction demarquage avec le FQ. La réaction peut être achevée en 15min avec le FQ et
le NDA, le temps de réaction étant le double avec le TAMRA-SE. Par ailleurs, les analyses par
MS ont montré que le degré de substitution des peptides d’intérêt dépend de la réactivité et de
l’encombrement stérique des marqueurs fluorophores mais également de la conformation des
peptides. Le groupement amine primaire de la chaîne latérale du résidu Lysine à l’extrêmité
C-term des peptides est une bonne cible pour les trois réactifs tandis que le marquage de la
fonction amine primaire de l’extrêmité N-term et de l’amine secondaire du résidu Histidine
est moins facile et dépend étroitement du milieu réactionnel et notamment de son pH et
de la nature chimique du marqueur. Ainsi, les résultats d’analyse par MS MALDI-TOF des
solutions de dérivation des peptides par le FQ ont montré que seul le dérivé mono-marqué sur
l’amine de la Lysine était mis en évidence. A noter cependant qu’une trace de dérivé di-marqué
non détectée en MS MALDI-TOF, a été détectée en MS ESI-trappe ionique.
En ce qui concerne le marquage de PN par le NDA, et comme observé précédemment
avec le FQ, seul le dérivé mono-marqué est mis en évidence par MS MALDI-TOF. Pour
PM, en plus du dérivé mono-marqué, la réaction semble conduire à la formation d’un dérivé
di-marqué, peu stable cependant, puisque seul un fragment de la molécule est identifié par
MS. Cette différence de réactivité de PM et PN vis-à-vis du NDA, concernant le groupement
amine de l’extrêmité N-term, pourrait être due à une conformation différente des 2 peptides
liée à la nature du résidu présent à cette extrêmité (Thréonine vs. Alanine). L’amine primaire
N-term de PM serait ainsi plus accessible que celle de PN au NDA. En revanche, le FQ étant
plus encombré que le NDA, l’accessibilité de la fonction amine N-Term des deux peptides
n’est probablement pas suffisante pour faciliter la réaction avec le fluorophore. Les résultats
obtenus avec le TAMRA-SE ont montré que ce dérivé de la rhodamine, activé par le groupe-
ment succinidimyl ester, est très réactif vis-à-vis des deux groupements amine primaire de PN
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et PM mais également vis-à-vis de l’amine secondaire du résidu Histidine. Ainsi, la réaction
de marquage des peptides PN et PM ne conduit pas majoritairement au dérivé fluorescent
mono-marqué comme c’est le cas pour les deux fluorogènes. De multiples dérivés di- et tri-
marqués sont ainsi détectés conduisant à l’obtention de plusieurs pics caractéristiques de ces
molécules fluorescentes sur le profil électrophorétique de la solution de dérivation.
Table 3.2 – Principales caractéristiques des réactions de marquage fluorescent de PN et PM
optimisées
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Séparation électrocinétique des peptides
natif et mutant après marquage
fluorescent
Les protocoles de dérivation par le NDA, le FQ et le TAMRA-SE, optimisés dans le
chapitre précédent, ont été appliqués à un mélange équimolaire des peptides PN et PM. La
séparation des dérivés fluorescents obtenus a été effectuée selon le mode d’électrophorèse
capillaire de zone en utilisant un capillaire de silice fondue (Phymep, France). L’optimisa-
tion de la méthode d’analyse a consisté à évaluer l’effet de différents paramètres tels que le
pH, la force ionique et la nature du tampon de séparation. D’autres paramètres tels que la
longueur du capillaire, la tension appliquée, la température et la méthode de rinçage du capil-
laire entre chaque analyse ont également été optimisés. Dans un second temps, les méthodes
EC-LIF développées pour les trois marquages fluorescents ont été validées. Les critères de li-
néarité, justesse, répétabilité et limites de détection et de quantification ont été évalués. Nous
présentons, en dernier lieu, les travaux effectués sur les analyses électrocinétiques en puce
microfluidique.
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A Séparations électrocinétiques en EC-LIF
I Séparation EC-LIF des dérivés obtenus par marquage avec le NDA
des peptides PN et PM
I.1 Optimisation de la méthode de séparation
I.1.1 Optimisation du tampon d’analyse
Le premier essai de séparation des dérivés obtenus après dérivation par le NDA d’une
solution équimolaire de PN et PM (à la concentration de 0,2 mM) a été réalisé en utilisant un
tampon phosphate de force ionique 50 mM à pH 2.
L’analyse a été effectuée dans un capillaire de silice fondue (75 µm de diamètre interne,
50 cm de longueur effective et 60 cm de longueur totale) soumis à une tension de 20 kV
avec une détection LIF 442 nm réalisée du coté cathodique. A pH 2, l’amplitude du flux
électroosmotique et la mobilité électrophorétique des dérivés fluorescents étant faibles, un
pic unique a été détecté tardivement vers 40,5 minutes (cf. figure 4.1).
Figure 4.1 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le NDA d’un mélange équimolaire de PN
et PM en tampon acide
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75µm), voltage 20 kV, température 25°C, tampon phosphate
de sodium pH=2,0 50 mM.
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L’injection d’une solution de dérivation de chacun des deux peptides a confirmé la co-
migration des deux dérivés fluorescents dans ces conditions acides. De plus, nous avons ob-
servé que la hauteur du pic correspondant aux peptides marqués est très faible, l’émission de
fluorescence étant fortement diminuée en milieu acide. Pour toutes ces raisons, nous avons
décidé de réaliser les essais suivants en testant des électrolytes supports de pH neutre et ba-
sique. De façon à assurer une bonne capacité tampon, différents électrolytes de force ionique
variant de 20 à 70 mM ont été préparés, à partir des systèmes tampons suivants : phosphate
de sodium (pH 7 à 7,5), borate de sodium (pH 8 à 10), Tris-HCl et HEPES (pH 8 à 8,5).
(a)
(b)
Figure 4.2 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le NDA d’un mélange équimolaire de PN
et PM en tampons basiques
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75µm), voltage 20kV, température 25°C, (a) Tampon
HEPES pH=8,0 40 mM. (b) tampon borate pH=8,0 40 mM (pointillés) pH=8,5, 70 mM (trait plein)
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Dans cette gamme de pH, la charge nette des dérivés fluorescents étant négative, la sépa-
ration est effectuée en mode contre-électroosmotique Une co-migration des dérivés de PN et
PM a été observée dans les gammes de pH 7-7,5 et 9-10 quelle que soit la nature du tampon.
De la même façon, les analyses effectuées en tampon Tris-HCl et HEPES pH 8-8,5 n’ont pas
permis de séparer les pics caractéristiques des dérivés fluorescents de PN et PM (cf. figure
4.2). En revanche, ces pics ont pu être partiellement résolus en utilisant comme électrolyte
support le borate de sodium dans une zone étroite de pH comprise entre 8 à 8,5.
La force ionique de cet électrolyte a été optimisée dans une gamme variant de 20 à 70
mM. Comme illustré sur la figure (b), les meilleures séparations ont été obtenues pour une
force ionique de 70 mM à pH 8,5 et de 40 mM à pH 8. Ces dernières conditions donnant la
plus grande valeur de résolution entre les dérivés fluorescents de PN et PM (Rs = 1,0) ont
été retenues pour la suite de l’optimisation.
I.1.2 Optimisation de la tension appliquée
La tension appliquée aux extrémités du capillaire (60 cm de longueur totale) a été optimi-
sée en sélectionnant comme électrolyte support le tampon borate 40 mM pH 8. Selon les
équations 1.7 et 1.8 reportées dans le premier chapitre, il apparaît que l’efficacité d’une sépa-
ration (N) est directement proportionnelle à la tension appliquée (V) et que la résolution (Rs)
entre deux analytes est, quant à elle, proportionnelle à la racine carrée de N et inversement
proportionnelle à la racine carrée du coefficient de diffusion des espèces séparées (Dm). Une
augmentation de la tension appliquée peut donc augmenter la résolution d’une séparation à
condition que la dissipation de la chaleur produite par effet Joule demeure efficace.
L’analyse d’une solution équimolaire de PN et PM marquée par le NDA a été réalisée en
appliquant une tension de 7 kV à 30 kV. Les électrophérogrammes obtenus sont présentés
sur la figure 4.3.
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(a) (b)
(c) (d)
Figure 4.3 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le NDA d’un mélange équimolaire de PN
et PM à différents voltages
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75µm), température 25°C, tampon borate pH=8,0 40mM
Afin d’évaluer l’effet Joule, nous avons tracé la courbe représentant l’intensité du courant
électrique mesurée en fonction de la tension appliquée (vérification expérimentale de la loi
d’Ohm) (cf. figure 4.4).
103
CHAPITRE 4 - A - I
Figure 4.4 – Courbe représentant l’intensité du courant en fonction de la tension appliquée
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75µm), température 25°C, tampon borate pH=8,0 40mM
Nous pouvons observer que la courbe obtenue est linéaire dans une gamme de tension
variant entre 7 et 25 kV, indiquant que dans ces conditions expérimentales, l’échauffement du
capillaire est négligeable. Au-delà de 25 kV, l’efficacité du système de thermorégulation n’est
plus suffisante pour assurer une bonne dissipation de la chaleur, ce qui entraîne une perte
d’efficacité et de résolution.
La résolution entre les pics caractéristiques des dérivés fluorescents de PN et PM en
fonction de la tension appliquée aux extrémités du capillaire est présentée sur la figure 4.5.
Une augmentation de la résolution en fonction de la tension appliquée est observée entre 7
et 25 kV (Rs = 1,0 à 25 kV). Rs diminue ensuite pour atteindre une valeur minimale de 0,2 à
30 kV. Nous avons donc choisi de poursuivre l’optimisation de la méthode en fixant la tension
appliquée à 25 kV et la température du capillaire à 25°C.
Figure 4.5 – Évolution de la résolution entre les peptides PN et PM marqués par le NDA en
fonction de la tension appliquée.
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I.1.3 Optimisation de la longueur du capillaire
L’optimisation de l’électrolyte support (nature, pH et force ionique) et de la tension appli-
quée, a permis d’atteindre une résolution entre les deux peptides marqués de 1,0. Cette valeur
étant insuffisante pour permettre la quantification des analytes, nous avons étudié dans les
conditions opératoires retenues (tampon borate 40mM pH 8, tension de 25kV, température
de 25°C) l’influence de la longueur du capillaire sur la résolution. Selon l’équation 1.8 présen-
tée dans le chapitre 1, la résolution étant proportionnelle à la racine carrée du rapport de la
longueur effective du capillaire par sa longueur totale, une augmentation de la résolution peut
être obtenue en augmentant ce rapport. Les résultats représentant la résolution entre les pics
caractéristiques des dérivés fluorescents de PN et PM en fonction de la longueur effective du
capillaire de séparation sont présentés sur le graphique de la figure 4.6.
Figure 4.6 – Évolution de la résolution entre les peptides PN et PM marqués par le NDA en
fonction de la longueur effective du capillaire
Nous constatons sur ce graphique, que l’augmentation de la longueur du capillaire permet
d’augmenter significativement la résolution entre les peptides marqués. La résolution obtenue
en effectuant la séparation d’un mélange équimolaire de PN et PM sur un capillaire de 90 cm
de longueur effective est satisfaisante (Rs = 1,7).
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I.1.4 Optimisation de la température/tension appliquée
Nous avons en dernier lieu cherché à améliorer la résolution de la séparation effectuée sur
un capillaire de 90 cm de longueur effective avec un tampon borate 40 mM pH 8, en aug-
mentant la tension appliquée aux extrémités du capillaire de 25 kV à 30 kV tout en diminuant
la température de 25°C à 15°C de façon à assurer une dissipation efficace de la chaleur. Un
léger gain en résolution a été ainsi obtenu, la valeur de Rs étant alors égale à 1,9 (figure 4.7).
Figure 4.7 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le NDA d’un mélange équimolaire de PN
et PM dans les conditions optimisées
Conditions EC : capillaire silice (100×90cm×75µm), voltage 30kV, température 15°C, tampon borate
pH=8,0 40mM)
I.1.5 Optimisation de la méthode de rinçage du capillaire
De façon à limiter le phénomène d’adsorption probable du NDA et/ou des dérivés fluo-
rescents sur les parois du capillaire, se traduisant par une mauvaise répétabilité des temps de
migration et des aires de pics, nous avons cherché à optimiser la méthode de rinçage du ca-
pillaire. Une étape de rinçage avec une solution de dodécyl sulfate de sodium (SDS) à 30 mM
concentration supérieure à la concentration micellaire critique (8 mM dans l’eau), a été ajoutée
à la séquence classique réalisée entre chaque analyse, incluant un rinçage à la soude molaire
puis à l’eau. Cette procédure a conduit à une nette amélioration de la répétabilité de la méthode
(coefficient de variation sur l’aire et le temps de migration des pics inférieurs à 2,6%).
Au total, dans les conditions optimisées (tampon borate 40 mM pH 8, tension de 30 kV,
température 15°C, capillaire de longueur effective 90 cm), la séparation des dérivés PN-NDA
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et PM-NDA peut-être obtenue avec une résolution satisfaisante de 1,9 et une efficacité du pic
caractéristique du dérivé PN-NDA, estimée en calculant le nombre de plateaux théoriques,
de 27200, qui est également satisfaisante en dépit du temps d’analyse qui est élevé.
I.2 Validation de la méthode
Nous avons réalisé la validation de la méthode en étudiant les critères de linéarité, ré-
pétabilité, justesse et détermination des limites de détection et quantification. L’étude de la
linéarité a été menée en analysant une solution de PN dérivée par le NDA dans une gamme
de concentrations variant de 5 à 600 µM. L’aire du pic correspondant au dérivé fluorescent
PN-NDA a été reportée en fonction de la concentration du peptide (cf. figure 4.8).
Figure 4.8 – Droite d’étalonnage obtenue pour l’analyse de PN-NDA
Une droite de régression, d’équation y = 59, 1× 104x− 391, 5× 104 et caractérisée par
un coefficient de corrélation R = 0,999 a été établie prouvant la linéarité de la méthode sur
la gamme de concentrations étudiée. La répétabilité de la méthode a aussi été déterminée en
étudiant la répétabilité intra-jour et la répétabilité inter-jours. La première a été déterminée en
faisant 5 analyses consécutives d’une solution de peptide PN à une concentration de 200µM
marquée par le NDA. La seconde a été étudiée en analysant trois solutions de dérivation
sur trois jours consécutifs. La répétabilité intra-jour de la méthode est bonne puisque les
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coefficients de variations calculés sur l’aire et le temps de migration du dérivé PN-NDA sont
respectivement de 2,6% et 0,8%. La répétabilité inter-jour est satisfaisante, les coefficients
de variation pour l’aire et le temps de migration étant respectivement de 7,6% et 3,7%. La
justesse de la méthode, définie comme étant le degré de concordance entre la valeur réelle et
la valeur mesurée, a été déterminée en comparant la moyenne des valeurs calculée en réalisant
3 analyses d’une solution de peptide à la concentration de 200µM à la valeur théorique. La
valeur du biais relatif calculée est égale à 0,2% indiquant que l’erreur sur la justesse peut-être
considérée comme non significative.
La limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ) du dérivé PN-NDA
ont été déterminées par détection de fluorescence avec un rapport S/B calculé de 3 pour
la LOD et de 10 pour la mesure de la LOQ. Les valeurs de LOD et LOQ obtenues sont
respectivement égales à 2, 5µM et 5µM .
Au total, les résultats de cette étude ont montré que la méthode développée pour réaliser
l’analyse des peptides PN et PM dérivés par le NDA est linéaire, répétable et juste et peut
donc être utilisée à des fins quantitatives pour calculer la teneur de solutions de peptides à
une concentration de l’ordre du µM .
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II Séparation EC-LIF des dérivés obtenus par marquage avec le FQ
des peptides PN et PM
II.1 Optimisation de la méthode de séparation
Les résultats présentés dans le paragraphe précédent ayant montré que seules les sépara-
tions effectuées en milieu de pH supérieur à 7 permettaient à la fois de séparer et de d’obtenir
un signal de fluorescence élevé pour les dérivés du NDA, les essais de séparation des déri-
vés obtenus après marquage de PN et PM par le FQ ont été menés en utilisant différents
électrolytes support de pH variant de 7 à 10. L’analyse d’une solution équimolaire de PN et
PM (200 µM ), dérivée selon les conditions expérimentales optimisées dans le chapitre 3, a
ainsi été réalisée par EC-LIF 488 nm sur un capillaire de silice fondue de 60 cm de longueur
effective soumis à une tension de 25 kV avec comme électrolyte de séparation les systèmes
tampons suivants : borate de sodium (pH entre 8 et 10), phosphate de sodium (pH 7 et 7,5),
carbonate d’ammonium (pH 7,6 et 9) et HEPES (pH entre 8 et 9) de force ionique variant de
20 à 70 mM.
Le comportement électrophorétique des peptides marqués par le FQ s’est révélé être assez
similaire à celui des peptides marqués par le NDA. En effet, une co-migration entre les dérivés
fluorescents de PN et PM a été observée dans les gammes de pH 7-7,5 et 9-10, quelle que
soit la nature du tampon utilisé. Les dérivés PN-NDA et PM-NDA ont pu en revanche être
séparés dans une gamme étroite de pH comprise entre 8 et 8,5. Cependant, contrairement aux
résultats obtenus avec les peptides marqués par le NDA, la séparation des pics a cette fois-ci
été observée en présence du tampon HEPES tandis qu’en tampon borate aucune ébauche de
séparation n’a été mise en évidence quelle que soit la force ionique de l’électrolyte (cf. figure
4.9). La résolution obtenue en tampon HEPES est meilleure à pH 8 qu’à pH 8,5. Aucune
différence significative des valeurs de Rs n’a été observée en augmentant jusqu’à 70 mM la
force ionique du tamponHEPES pH 8, le seul effet observé étant une augmentation du temps
d’analyse.
Dans les conditions optimisées (tampon HEPES 40 mM pH 8), la séparation des dérivés
PN-FQ et PM-FQ est réalisée en 11 minutes avec une résolution satisfaisante de 1,5 et une
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efficacité du pic caractéristique du dérivé PN-FQ, estimée en calculant le nombre de plateaux
théoriques, de 27500.
Figure 4.9 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le FQ d’un mélange équimolaire de PN et
PM
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75µm), voltage 25kV, température 25°C, tampon borate
pH= 8, 40 mM (A), tampon HEPES pH=8,0 40 mM (B)
II.2 Validation de la méthode de séparation
La méthode de séparation électrocinétique des dérivés fluorescents obtenus par marquage
des peptides par le FQ a été validée. La linéarité a été étudiée en analysant une solution de
PN dérivée par le FQ dans une gamme de concentrations variant de 100 à 500 µM . La
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droite d’étalonnage a été établie en traçant l’aire du pic correspondant au dérivé fluorescent
PN-NDA en fonction de la concentration de PN, son équation est la suivante : y = 0, 5 ×
104x + 6, 3 × 104. Le coefficient de corrélation calculé, égal à 0,997, confirme la linéarité
de la réponse en fonction de la concentration du peptide. La répétabilité intra-jour évaluée
en calculant les coefficients de variation de l’aire et du temps de migration caractéristique de
PN-FQ obtenus sur 5 analyses consécutives d’une solution de PN a la concentration de 200
µM est bonne (CV aire = 3,7%, CVTm= 0,3%). La répétabilité inter-jours, établie sur 3 jours,
est également satisfaisante (CV aire = 7,1%, CV Tm = 4,8%). La justesse de la méthode a été
estimée en analysant une solution de PN à la concentration de 200 µM . La valeur du biais
relatif calculé est égal à -1,5 %. Les limites de détection (rapport S/B = 3) et de quantification
(rapport S/B = 10) calculées sont respectivement égales à 50 µM et 100 µM .
En conclusion, les résultats de cette de validation analytique présentés ci-dessus montrent
que la méthode EC-LIF développée répond aux critères de linéarité, justesse et répétabilité
nécessaires pour effectuer dans de bonnes conditions l’analyse quantitative des peptides PN
et PM après marquage par le FQ. A noter cependant, que la méthode est moins sensible que
celle développée pour l’analyse des peptides dérivés par le NDA, la limite de quantification
du dérivé PN-FQ étant 20 fois plus élevée que celle du dérivé PN-NDA.
III Optimisation de la séparation EC-LIF des dérivés obtenus par dé-
rivation avec le TAMRA-SE des peptides PN et PM
La mise au point de la méthode de séparation des dérivés obtenus après marquage de PN
et PM par le TAMRA-SE a été effectuée en analysant par EC-LIF 532 nm d’une solution
équimolaire de PN et PM (600 µM ), dérivée selon les conditions expérimentales optimisées
dans le chapitre 3, sur un capillaire de silice fondue de 50 cm de longueur effective soumis
à une tension de 25 kV avec comme tampon de séparation les systèmes tampons suivants :
borate de sodium (pH entre 8 et 10), phosphate de sodium (pH 7 et 7,5) et HEPES (pH entre
8 et 9) de force ionique variant de 20 à 70mM.
En comparaison avec l’optimisation des méthodes développées pour l’analyse des déri-
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vés fluorescents formés par marquage des peptides par le FQ et le NDA, la sélection de
l’électrolyte support permettant la séparation des pics principaux caractérisant les dérivés PN-
TAMRA-SE et PM-TAMRA-SE s’est avérée être plus aisée. En effet, une résolution supé-
rieure à 1,5 a pu être obtenue sur une gamme de pH entre 7 et 9 en utilisant différents tampons
de séparation tels que : HEPES, phosphate de sodium et borate de sodium. Le tampon de
séparation ayant donné la meilleure résolution entre les pics principaux correspondant aux
dérivés fluorescents de PN et PM (Rs = 2,5) est le tampon phosphate pH = 7 de force io-
nique égale à 50 mM. L’analyse est rapide et peut être effectuée dans ces conditions en moins
de 11 minutes.
Figure 4.10 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le TAMRA-SE d’un mélange équimolaire
de PN et PM
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75µm), voltage 20 kV, température 25°C. Analyse tampon
phosphate pH =7, 50mM. Dilution des échantillons 1/4 tampon phosphate pH =7, 50mM
L’efficacité de pic n’est pas satisfaisante, comme le montrent les valeurs médiocres du
nombre de plateaux théoriques calculées pour les 2 pics situés vers 9 et 10 minutes sur l’élec-
trophérogramme présenté dans la figure 4.10 (N = 8680 pour PM-TAMRA-SE et N = 7535
pour PN-TAMRA-SE). Afin d’améliorer l’efficacité de la séparation, l’échantillon analysé
(tampon borate 40 mM pH 10) a été dilué au quart dans une solution de faible conducti-
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vité (solution d’incubation des peptides en tampon HEPES 40 mM pH=8) comparée à celle
du tampon d’analyse afin de créer un phénomène de stacking.
Figure 4.11 – Principe de la compression de la bande (stacking) de l’échantillon en électro-
phorèse capillaire
(A) injection d’un plug d’échantillon (B) ralentissement des espèces à la limite entre la zone d’échantillon et le
tampon de séparation (Adapté de [156])
Comme illustré sur la figure 4.11, une compression de la bande échantillon peut en effet
être observée dans ces conditions opératoires : lorsque la tension est appliquée, le champ
électrique dans la solution d’échantillon est plus élevé que dans le reste du capillaire, les espèces
migrent rapidement à travers la zone de l’échantillon jusqu’à ce qu’elles atteignent le tampon
de séparation au sein duquel le champ électrique est faible. Les espèces sont alors ralenties et
se concentrent à la limite entre la zone d’échantillon et la zone du tampon permettant ainsi de
diminuer la dispersion. Ce choix a été dicté par la très faible conductivité du tampon HEPES
par rapport à celle du tampon phosphate (pour une solution d’une concentration de 200 mM,
la conductivité du phosphate est de 22,0 mS/cm alors que celle du HEPES est de 0,06 mS/cm
soit plus de 360 fois plus faible [157]).
L’électrophérogramme obtenu pour l’analyse de la solution de dérivation de PN et PM
par le TAMRA-SE après dilution au quart de l’échantillon dans le tampon HEPES pH = 8,
40 mM est présenté sur la figure 4.12.
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Figure 4.12 – Analyse EC-LIF de la dérivation par le TAMRA-SE d’un mélange équimolaire
de PN et PM
Conditions EC : capillaire silice (60×50cm×75µm), voltage 20 kV, température 25°C. Analyse tampon
phosphate pH =7, 50mM. Dilution des échantillons 1/4 tampon HEPES pH =8, 40 mM. Conditions
de dérivation (cf. annexe B.IX).
Une nette amélioration de l’efficacité des pics est observée dans ces conditions. Le profil
des 2 pics larges et déformés observés en l’absence de dilution de l’échantillon est ainsi modifié
après dilution, ce qui permet de mettre en évidence de nombreux pics correspondant vrai-
semblablement auxmultiples dérivés fluorescents formés pour chacun des 2 peptides (mono-,
di- et tri-marqués). Le nombre de plateaux théoriques calculé pour les 2 pics principaux, que
l’on pourrait attribuer respectivement aux dérivés PM-TAMRA-SE et PN-TAMRA-SE, at-
teint dans ces conditions de stacking des valeurs respectives de 277560 et 289580 soit une
amélioration de plus d’un facteur trente de l’efficacité. La résolution calculée entre ces deux
pics est égale à 9,5.
La répétabilité intra-jour de la méthode, estimée en analysant 5 fois une solution de PN
dérivée à la concentration de 600 µM , ayant donné des valeurs élevées de CV pour l’aire
et le temps de migration des pics, une étape de rinçage avec une solution de DMSO diluée
au demi dans l’eau a été ajoutée à la séquence classique réalisée entre chaque analyse. En
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facilitant l’élimination dumarqueur fluorescent et/ou des dérivés vraisemblablement adsorbés
à la surface du capillaire, cette procédure de rinçage a permis d’améliorer la répétabilité de la
méthode (CV aire = 3,8% et CV Tm= 2,2%). Dans ces conditions, la répétabilité inter-jours a
donné des résultats satisfaisants (CV aire = 7,4% et CV Tm = 4,0%). En revanche, les valeurs
calculées de LOD (rapport S/B =3) et LOQ (rapport S/B = 10), respectivement égales à
300 et µM 600 μM, ont été très décevantes (120 fois plus élevées que celles obtenues pour
les dérivés formés par marquage au NDA). Ces résultats décevants nous ont incités à ne pas
poursuivre la validation de la méthode pour les critères de linéarité et de justesse.
IV Conclusions
Nous nous sommes intéressés dans ce chapitre à la mise au point des méthodes d’analyse
EC-LIF des dérivés fluorescents obtenus par marquage des peptides natif et mutant avec 3
fluorophores : le NDA, le FQ et le TAMRA-SE. Les protocoles de dérivation optimisés dans
le chapitre 3 ont été appliqués à unmélange équimolaire des peptides PN et PM. La séparation
des dérivés fluorescents obtenus a été effectuée selon le mode d’électrophorèse capillaire de
zone en utilisant un capillaire de silice fondue.
Les trois méthodes d’analyse ont été mises au point en optimisant dans un premier temps
la nature, le pH et la force ionique du tampon de séparation dont l’impact sur l’amplitude du
flux électroosmotique, l’ionisation et la solvatation des analytes est majeur. Dans les trois cas,
la meilleure résolution entre les dérivés fluorescents formés par marquage de PN et PM est
obtenue en réalisant la séparation en mode contre-électroosmotique au moyen d’électrolytes
supports de pH 7 pour les dérivés PN/PM-TAMRA-SE et de pH 8 pour les dérivés PN/PM-
FQ et PN/PM- NDA (cf. tableau 4.1). Les résultats ont montré que la nature du tampon de
séparation avait un impact important sur la qualité de la séparation puisque le couple de dé-
rivés PN/PM-FQ est séparé uniquement en tampon HEPES 40 mM pH 8, tandis que le
couple de dérivés PN/PM- NDA est séparé en tampon borate 40 mM pH 8. Pour ce dernier
couple, la mise au point s’est avérée délicate puisque d’autres paramètres tels que la tension
appliquée, la température, la longueur du capillaire et la procédure de rinçage ont été dans un
second temps optimisés pour obtenir une résolution satisfaisante. Le meilleur compromis en
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termes de rapport temps d’analyse vs résolution est obtenu avec la méthode de séparation des
peptides marqués par le FQ : la séparation peut ainsi être réalisée en moins de 11 minutes avec
une résolution de 1,5, tandis qu’une analyse de 46minutes est nécessaire pour séparer avec une
résolution comparable les dérivés formés par marquage au NDA. La procédure de dérivation
des peptides par le TAMRA- SE conduisant à la formation de plusieurs dérivés présentant
des degrés de marquage variés (mono-, di- et tri-marqués), l’optimisation de la séparation du
mélange de dérivation de PN et PM n’a pas permis d’obtenir la résolution complète de toutes
les espèces même si la résolution calculée entre les deux pics principaux caractéristiques des 2
peptides marqués est élevée dans une large zone de pH et notamment en tampon phosphate
pH 7.
Table 4.1 – Récapitulatif des conditions optimales de séparation EC-LIF des peptides natif et
mutant après marquage fluorescent
La validation analytique des méthodes développées a porté sur l’étude des critères de
linéarité, justesse, répétabilité et détermination des limites de détection et de quantification
(cf. tableau 4.2). Les résultats ont montré que les méthodes reposant sur la séparation des
dérivés formés par marquage par le FQ et le NDA sont linéaires, justes et répétables. Les
valeurs les plus faibles de LOD et LOQ ont été obtenues pour les dérivés marqués par le
NDA (LOD 2,5 μM). La procédure de dérivation des peptides par ce marqueur conduit à un
gain d’un facteur 20 et 120 en termes de sensibilité par rapport à celle obtenue respectivement
avec le FQ et le TAMRA-SE.
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Table 4.2 – Récapitulatif de la validation des méthodes d’analyse EC-LIF des dérivés fluores-
cents obtenus par marquage de PN et PM
En conclusion, les travaux présentés dans ce chapitre montrent que les méthodologies
développées reposant la séparation EC-LIF des dérivés fluorescents formés après dérivation
pré- capillaire de PN et PM par le FQ et le NDA sont adaptées pour réaliser l’analyse quanti-
tative de ces peptides. Bien que les limites de détection et de quantification obtenues ne soient
pas aussi élevées que ce que l’on peut espérer atteindre en détection LIF, ces méthodes pour-
raient être compatibles avec l’analyse d’échantillons biologiques, en raison de la teneur élevée
de la TTR dans le sérum et du rendement élevé des étapes de pré-traitement de l’échantillon
consistant à isoler et digérer en gel la TTR pour produire les peptides d’intérêt.
Les travaux présentés dans cette partie et ceux du chapitre 3 ont fait l’objet de deux pu-
blications [158, 159].
B Séparations électrocinétiques sur puce microfluidique
La microfluidique est un domaine émergent qui consiste généralement à utiliser des puces
de quelques centimètres carrés comportant des canaux micrométriques pour la circulation de
liquides dans lesquels sont dissous les analytes (produits d’intérêt). En terme d’applications
visées par les nombreux projets de recherche en cours on peut citer le diagnostic médical [160],
la détection de polluants et d’agents biologiques dans diverses matrices [161, 162]. L’intérêt de
cette science émergente réside dans le fait de pouvoir intégrer plusieurs étapes préparatives
et analytiques sur une petite surface. Même si les aspects analytiques peuvent sembler aux
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premiers abords prédominants il faut aussi reconnaître que le défi permanent associé à ce
type de recherche réside dans la nécessité de travailler au sein de groupes pluridisciplinaires.
Historiquement, les premiers systèmes miniaturisés d’analyse (µTAS pour micro Total
analytical System) ont été proposés par Andreas Manz en 1990 [163]. Ils offrent divers avan-
tages qui leur permettent d’intervenir dans les domaines de la chimie, la biologie ou le domaine
médical. Les avantages régulièrement rabâchés sont les économies en solvants ou autre réac-
tifs et la diminution du temps d’analyse. D’autre part, l’intégration liée à la miniaturisation
permet de disposer sur un même système différentes étapes. A l’heure actuelle, les étapes de
pré concentration [164, 165] ou de dérivation [166] sont les plus matures.
Comme nous l’avions évoqué dans l’introduction de cette thèse, l’aboutissement du projet
dans lequel s’imbrique ma thèse consistera à intégrer dans une puce microfluidique, des étapes
de préparation de l’échantillon, de marquage, de séparation, de détection et de quantification
des peptides d’intérêt pour l’étude de la mutation TTR Thr49Ala de la TTR et de concevoir,
à terme, un système analytique intégré « point of care » voué à une utilisation hospitalière
simple, efficace et rapide pour effectuer le suivi thérapeutique de patients FAP à TTR. Dans
ce cadre, nous avons décidé de transposer les séparations électrocinétiques développées dans
la première partie de ce chapitre dans les puces microfluidiques. Dans les parties qui vont
suivre, nous développerons la mise en place du poste d’analyse sur puces ainsi que les résultats
de séparation des peptides obtenus sur puces.
I Mise en place du poste d’analyse sur puces
Dans un premier temps nous avons choisi, commandé et installé un poste d’analyse adapté
aux expériences analytique de microfluidique. Cette installation est centrée autour d’un mi-
croscope Axio Observer (Karl Zeiss, Marly-le-Roi, France) customisé pour la détection. En
plus du statif couramment vendu par Zeiss, son équipe de conception a, à notre demande,
introduit sur la partie gauche un bras permettant de déporter le faisceau lumineux sur une
caméra CCD (Hamamatsu ORCA C8484 03G, Massy, France) et/ou un spectrophotomètre
UV-visible fibré (Ocean Optics USB 2000+) (cf. figure 4.13). De plus nous avons la possibilité
de changer de source par l’introduction à l’arrière dumicroscope de connectiques standardisés
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SMA (SubMiniature version A pour fibres optiques) et ainsi avoir la possibilité de mettre une
source large spectre de type lampe à vapeur de mercure ou bien d’introduire comme source
les lasers solides monochromatiques émettant à 442 nm ou 532 nm pour une détection LIF.
Une protection siliconée et bac récupérateur sur le revolver d’objectifs longue focale ont été
ajoutés pour protéger l’optique en cas de fuite.
Figure 4.13 – Photographie du poste d’analyse sur puce
Avec en bas à gauche le bras dédié à l’analyse quantitative avec la caméra CCD et qualitative avec la sortie
fibrée (ici non connectée) et couplée à spectrophotomètre dans l’UV-visible.
Ensuite nous avons installé un générateur de tension stabilisée LabSmith (HVS448 6000D,
Livermore, USA CA) pour fournir des hautes tensions et de faibles courants. Une station de
travail (Hewlett Packard Z 800) avec douze cœurs physique et vingt quatre cœurs logiques
sous Windows XP 64-bits, permet la commande du générateur électrique, de la fluidique
et le traitement des données avec Azur (Datalys, S t Martin D’Heres, France). Ce logiciel
généralement associé à des chaines chromatographique permet de traiter les données fournies
par la caméra CCD et propose un traitement classique des électrophérogrammes pour en
extraire l’aire des pics, les temps de migration, la résolution entre deux pics et l’asymétrie
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de ces derniers, etc. Une conversion des niveaux gris de la zone de détection sous forme de
tableau et l’enregistrement d’un fichier au format « txt » sont nécessaires avant de pouvoir
travailler avec Azur. La figure 4.13 propose une photographie générale du poste d’analyse
microfluidique financé par l’ANR DIMIPOLE.
(a)
(b)
Figure 4.14 – Schéma explicatif de la gestion des fluides pour les étapes préparatives et de
séparation sur puce microfluidique
Avec la configuration « bouteilles avant le multiplexeur ». Les tuyaux en noir sont remplis d’azote gazeux sous
pression et les bleus contiennent du liquide. Le multiplexeur permet de connecter n’importe quelle entrée avec
n’importe quelle sortie (A). Photographie d’un montage réel lors de la préparation d’une campagne d’analyses
sur puce avec la configuration « bouteilles après le multiplexeur » (B).
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Le système de gestion des liquides (solution de rinçage, électrolytes, solution contenant
des polymères pour le traitement de surface, etc.) est constitué d’un microcontrôleur de flux
(Fluigent MFCS 3 voies, Villejuif, France) couplé en série avec une matrice de vannes (Elvesys,
Multiplexer 4x4, Paris, France) et des bouteilles en pyrex montées avec des bouchons Omnifit
(Cambridge, Angleterre). La figure 4.14 reprend le schéma de la gestion des fluides nécessaires
pour « alimenter » la puce.
Ce système de poste d’analyse sur puce a été disposé dans la salle « grise » de notre labo-
ratoire. Il s’agit d’une salle, semi propre où on impose des effectifs limités, des manipulateurs
formés sur l’ensemble du matériel et des consignes de sécurité ainsi que des tapis adhésifs
à l’entrée. De plus, une filtration systématique de toutes les solutions utilisée, avec filtres en
téflon® ou de poly-tetra fluoro éthylène PTFE de 0,22 μm de porosité (VWR, Fontenay
sous Bois, France), est imposée. En réalité, toutes ces règles imposées n’empêchent pas de
retrouver des poussières ou encore des fibres textiles à l’intérieur du canal de séparation ou
d’injection et de devoir passer par de longues étapes de rinçage. Par le passé, ces procédures
de rinçages, ne se faisaient pas à l’intérieur de la salle grise mais en dehors, en utilisant d’une
pompe à membrane avec une tuyauterie bricolée, se terminant par un cône de micropipette.
La durée de ces étapes de rinçages pouvait être rallongée par des contaminations secondaires
vu que, malgré toutes les précautions prises, la puce se retrouvait dans une atmosphère bien
moins propre que la salle grise. L’installation du système de gestion des liquides nous a permis
d’éviter de sortir la puce de la salle grise en faisant les rinçages de la puce directement sur la
platine du microscope. Ceci a été rendu possible en combinant, en série le microcontrôleur
de flux et le multiplexeur.
Un premier montage a été mis en place, il se base sur le fait que la compressibilité des
liquides est plus faible que celle des gaz. Donc plus il y a de liquide dans la tuyauterie entre
le générateur de pression (dans lequel il faut proscrire tout introduction de liquide sous peine
de panne), plus faible sera la différence entre la pression de consigne et celle réellement ap-
pliquée au niveau de la puce. Or, les différents les tampons, les solutions acides, basiques
ou encore hydro-organiques, utilisées pour les rinçages ainsi que les séparations, peuvent être
suffisamment conductrice pour dégrader la matrice de vannes du multiplexeur. De son côté le
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microcontrôleur de flux a du mal à stabiliser ses pressions de consigne au niveau des entrées-
sorties de la puce lorsque la longueur de la tuyauterie est trop longue. De manière générale
nous avons donc opté pour des longueurs de tuyaux les plus courtes possibles. La seconde
possibilité était donc de mettre les bouteilles de liquides après le multiplexeur. Dans ce cas, il
n’y a plus de risque de dégradation du multiplexeur mais la pression appliquée au niveau des
puces est bien plus faible que la pression de consigne. Les deux possibilités, mettre les bou-
teilles avant le multiplexeur ou après, ont donc leur avantage et leur inconvénient. Quelque
soit la configuration choisie, les longueurs de tuyaux sont toujours de mêmes longueurs pour
limiter les flux résiduels (parasites) de Poiseuille.
Afin de relier la puce au système de contrôle de flux, un autre dispositif a été conçu en
collaboration avec Syrine Chebil du Laboratoire de Photonique et Nanostructures (équipe
Nanoflu sous la direction d’Anne-Marie Haghiri) et réalisé par l’équipe « conception et ma-
chine à outils » du LPN : un « chip-holder ». Celui-ci est montré sur la figure 4.15. La partie
inférieure est usinée dans de la tôle bleue qui est ensuite vernie (pour éviter l’apparition de
rouille) et recouvert par un adhésif noir (Ferreteria, Medina de Pomar, Espagne) qui limitera
les réflexions. On positionne sur cette plaque métallique la puce qui sera surmontée par une
fine couche de PDMS (poly-diméthyl siloxane, Corning, Fontainebleau, France) percée de
quatre trous en vis-à-vis des quatre réservoirs de la puce en verre. Cette couche d’élastomère
assure l’étanchéité du système grâce à sa relativement bonne compressibilité entre la puce et la
partie supérieure en plexiglass® (PMMA ou polymethyl metacrylate). Ce capot supérieur est
transparent dans le visible et facilite le positionnement de la puce au-dessus de l’objectif avec
l’illumination de la lampe halogène qui surplombe le microscope. Le plexiglass® est collé avec
des connectiques Lüer® (Fisher- Bioblock, Illkirch, France) avec une colle Loctite 3430 hysto.
Ces connectiques sont elles-mêmes percées et collées avec des électrodes de platines (récu-
pérées sur les anciennes électrophorèses PACE de Beckman, toujours avec la même colle).
Ensuite par coalescence on connecte le « chip- holder » avec les tuyaux en tygon® remplis de
liquide (Saint-Gobain, Courbevoie, France) pour éviter l’introduction d’air qui favoriserait la
présence de bulle dans notre puce. Ce montage nous permet d’obtenir une parfaite étanchéité
avec des électrodes plongeant directement dans les réservoirs de la puce en verre.
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(a)
(b)
(c)
Figure 4.15 – Photographies du chip-holder associé au support démontable de platine Karl
Zeiss qui s’insère juste au dessus des objectifs du microscope inversé
La partie supérieure (A) et la partie inférieure (B) sont présentées ici ainsi que l’image obtenue à partir du
logiciel AutoCad® avec lequel sont réalisés les plans définitifs compatibles avec nos puces « simple croix »
Micralyne (C). La longueur totale du chip-holder est de 12,5cm et sa largeur est de 9,9cm
L’assemblage de ces différents éléments en ayant au préalable vérifié leur compatibilité
s’est avéré être un travail laborieux et extrêmement chronophage, d’autant plus si l’on tient
compte de la lourdeur des procédures d’appel d’offre mises en place à l’Université qui allonge
le délai entre le choix et la réception du matériel.
123
CHAPITRE 4 - B - II
II Séparations sur puce microfluidique
II.1 Diminution du flux résiduel dans le canal de séparation
La dissymétrie du réseau fluidique des puces « simple croix » commerciales implique la pré-
sence de flux résiduels de Poiseuille. Cesmouvements hydrodynamiques parasitiques affectent
directement la répétabilité et la reproductibilité des nos séparations électrocinétiques sur puce.
Le système de gestion des fluides nous permet de faire une correction des pressions hydro-
dynamiques au niveau des entrées-sorties de la puce. Pour effectuer cette compensation nous
avons mis au point une technique qui se base sur la PIV (particle image velocimetry). Nous
effectuons de manière systématique une étape d’ajustement des pressions hydrodynamiques
provenant du microcontrôleur en introduisant dans l’électrolyte d’analyse des billes de poly-
styrène fluorescente (1 μm de diamètre fonctionnalisées COOH, FX-100, Merck-Millipore
Estapor, Lyon, France). La bonne symétrie du canal d’injection nous permet d’utiliser une
seule voie du Micro-contrôleur de flux Fluigent (les deux bouteilles qui alimentent les deux
réservoirs du canal d’injection doivent avoir un niveau de liquide équivalent) tandis que les
deux pressions du canal de séparation sont ajustées pour immobiliser ou plutôt minimiser
le mouvement des billes fluorescentes sans appliquer de champ électrique. La minimisation
des vitesses des billes fluorescentes se fait de manière visuelle ou elle peut être étudiée plus
finement à l’aide du logiciel gratuit Micromanager (Image J 1.45S) associé au plugin. PIV_.jar.
L’idée à terme serait de réaliser informatiquement une boucle de rétroaction pour automatiser
la diminution des ces flux parasitiques avec Micromanager et le contrôleur de flux. Ensuite il
suffit de rincer la puce avec l’électrolyte d’analyse pour retirer toutes les microbilles, d’arrêter
ensuite toutes pressions hydrodynamiques et d’introduire l’échantillon dans l’un des réser-
voirs du canal d’injection. Une fois cette étape réalisée nous n’avons plus qu’à programmer le
microcontrôleur de flux pour qu’il compense hydrodynamiquement ces flux résiduels lorsque
la séquence de séparation sera amorcée par le générateur de tension électrique. La synchro-
nisation nécessaire mais qui reste perfectible entre la gestion des fluides et l’électronique est
assurée par le multiplexeur, le microcontrôleur de flux et le générateur de tension, ou plus pré-
cisément par la temporisation incluse dans chacun des logiciels fournis par Fluigent, Elvesys
124
CHAPITRE 4 - B - II
et Labsmith.
II.2 Séparations électrocinétiques
En parallèle de ces différentes études du système de gestion fluidique, des séparations
électrocinétiques « classiques » ont été menées (cf. figure 4.16). Ces expériences ont été menées
sur les mêmes puces simple croix, décrites précédemment, à la différence qu’ici des réservoirs
10-32 port (Cluzeau, France), sont collés avec une colle Port Adhésive (Cluzeau, France) sur
les ports de la puce. Afin d’assurer l’étanchéité, des joints NanoPort Gasket (Cluzeau, France)
sont positionnés entre la colle et le réservoir. Ces réservoirs permettent de déposer la quantité
de tampon et d’échantillon nécessaire pour faire quelques analyses (pour un volume d’environ
100 μL au maximum).
Figure 4.16 – Représentation schématique d’une puce simple croix afin de désigner les quatre
réservoirs par une ou deux lettres qui sont couramment utilisées en microfluidique
B (comme buffer) correspond au réservoir du petit côté du canal de séparation. BW (comme buffer waste)
correspond à l’autre réservoir du canal de séparation à proximité du point de détection. S (comme sample) est
le réservoir dans lequel est introduit l’échantillon qui va donc migrer dans le canal d’injection vers SW (comme
sample waste) lors de l’étape d’injection.
Afin de donner plus de précisions expérimentales concernant les tensions utilisées lors
des séparations du peptide synthétique d’intérêt, je vous propose sur la figure 4.16, un schéma
d’une puce « simple croix » qui désigne les différents réservoirs par une ou deux lettres. La
puce lors des étapes d’injection et ensuite de séparation est toujours totalement remplie par
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un électrolyte. Les étapes de conditionnement et de rinçages de la puce sont décrites dans
l’annexe B.X.
Une échelle micrométrique est positionnée parallèlement au canal de séparation pour ef-
fectuer la détection avec le microscope à une distance fixée et connue. La zone de détection
se fait donc dans le canal de séparation et elle correspond à une aire de taille donnée et tou-
jours identique d’une analyse à l’autre (en excluant les bords du canal). Elle est sélectionnée
à partir d’une image de la caméra incluant ce canal, pour permettre ensuite une moyenne
image par image des niveaux de gris en fonction du temps. C’est sur cette base que nos élec-
trophérogrammes sont obtenus pour les électrophorèses sur puce. Nous avons pris soin de
conserver des paramètres de caméra toujours identiques d’une analyse à l’autre et l’intensité
de fluorescence (niveau de gris) est toujours recalculée en soustrayant chaque image à une in-
tensité moyenne issue d’une portion d’image de même taille mais qui est en dehors du canal.
Cette démarche améliore nos comparaisons des électrophérogrammes entre eux, en d’autres
termes elle autorise une discussion avec des considérations de type quantitatif relatif. Fina-
lement nous prenons toujours soin de focaliser correctement notre image sur la caméra (la
focale est légèrement différente sur la sortie binoculaire).
Ayant obtenu des résultats satisfaisant lors de la séparation des peptides natif et mutants
marqués par les réactifs fluorogènes FQ et NDA (cf. chapitre 4 partie A), et vu l’avantage que
représente ces réactifs en termes d’électrophérogrammes simplifiés (peu de pics), nous avons
commencé nos séparations électrocinétiques en puce en utilisant les peptides synthétiques
marqués par le FQ et par le NDA. Là, nous avons été confrontés à une première difficulté
concernant ces deux réactifs : leur photoblanchiment rapide. Pourtant, nous avions aupara-
vant mené des études sur ce phénomène de photoblanchiment avec des solutions des peptides
marqués par le NDA. Seulement ces études ont été menées en exposant le mélange à la lu-
mière du jour qui reste moins intense que la lumière reçue par l’échantillon lors de l’analyse.
En effet, lors des analyses, nous avons pu constater un photoblanchiment quasi immédiat de
l’échantillon lors d’irradiations provenant de la lampe à vapeur de mercure.
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Figure 4.17 – Photographie prise enmicroscopie de fluorescence lors de l’injection de l’échan-
tillon entre les réservoirs S et SW
On observe à l’intersection entre le canal d’injection et de séparation la forme triangulaire caractéristique de
l’injection pincée. Les lignes bleues en pointillé sont présentes pour montrer au lecteur les parois des microca-
naux.
Les résultats que nous allons présenter dans cette partie, sont donc des résultats obtenus
en analysant les peptides synthétiques PN et PM ayant été marqués par le TAMRA-SE (pro-
cédure de marquage cf. annexe B.X). L’ensemble des injections des échantillons de peptides
marqués on été effectué en mode pincé (cf. figure 4.17). Cette technique favorise une bonne
reproductibilité entre ces analyses qui sont faites avec de puces « simple croix ». En effet les
quantités qui migrent dans le canal de séparation sont relativement semblables d’une analyse
à l’autre. Concernant le choix des tampons de séparation j’ai directement utilisé comme base
ceux qui, en électrophorèse capillaire me donnaient les meilleures séparations en capillaire
conventionnelle. Ensuite à partir de mes observations j’ai ajusté mes tampons pour optimiser
rapidement mes séparations.
Table 4.3 – Potentiels électriques imposés lors des analyses en puce
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Nous avons donc réalisé une multitude de séries d’injection-séparation avec plus d’une
dizaine d’électrolytes différents (essentiellement des tampons borate et phosphate) en faisant
varier le pH et la force ionique. Seuls les résultats les plus résolutifs et répétables sont présentés
ici. Concernant le tampon borate pH = 9 à 20 mM de force ionique nous avons imposé les
potentiels électriques décrits dans le tableau 4.3. Les séparations du PN et PM sont présentées
avec une répétabilité de 4 analyses sur la figure 4.18. ces séparations ont été faites sans rinçages
intra-analyses.
Figure 4.18 – Électrophérogrammes obtenus à partir d’analyses sur puce du PN (A) et du PM
(B) marqués par le TAMRA-SE
(Conditions de dérivation cf. annexe B.IX) avec une répétition de 4 analyses dans un tampon borate pH=9,
20 mM, les détections sont réalisées avec le filtre rhodamine et se situent à une distance 40 mm de l’intersection
entre le canal de séparation et d’injection (dans la direction du réservoir BW). Injection ≈0.05nl, d’échantillons
dilués 60 fois.
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Un récapitulatif des données obtenues en analysant les électrophérogrammes de l’analyse
de nos peptides en puce est présenté dans le tableau 4.4.
Pic PN Pic 1 PM Pic 2 PM
Moyenne des efficacités (N) 28525 29736 30201
CV (N) (%) 5,7 4,8 2,4
Moyenne des aires (ua.min) 653 790 905
CV (aire) (%) 28,7 19,3 5,8
Tm moyen (min) 1,54 1,55 1,60
CV (Tm) (%) 1,1 3,8 3,8
Table 4.4 – Récapitulatif des données des analyses des peptides PN et PM marqués par le
TAMRA-SE sur puce.
Dans les électrophérogrammes de la figure 4.18, les pics et notamment les deux pics in-
tenses qui apparaissant avant une minute et demie, correspondent aux pics issus du de la
solution commerciale du fluorophore. Les pics correspondant au peptide PN, sur les élec-
trophérogrammes (A) migrent en moyenne à 1,54 min. Les pics correspondant au peptide
PM, sur les électrophérogrammes (B) migrent en moyenne à 1,55 min, pour le premier et à
1,60 min, pour le second. Les petits pics apparaissant à des temps aléatoires sur les différents
électrophérogrammes correspondent à des « spikes », qui traduisent le passage d’un agrégat
fluorescent devant le détecteur.
Tout d’abord, nous pouvons voir que le peptide PM marqué par le TAMRA-SE, présente
bien deux pics. En corrélant ce résultat avec les résultats obtenus en spectrométrie de masse,
nous supposons qu’il s’agirait peut être là des pics respectifs appartenant aux dérivés mono
et multimarqués du peptide. Cette attribution peut aussi expliquer l’épaulement aperçu sur les
analyses du peptide PN (électrophérogrammes A, figure 4.18). Rappelons, qu’une multitude
de petits pics accompagnaient nos pics principaux correspondant aux peptides PN et PM
marqués par le TAMRA-SE lors des analyses en EC-LIF (cf. chapitre 4, sectionA). De plus,
nous constatons, à partir du tableau 4.4, quemalgré des analyses répétables en termes de temps
de migration et d’efficacité, les valeurs de ce dernier paramètre analytique sont une dizaine de
fois plus faibles que celles ayant été obtenues en EC conventionnelle. Ceci peut être expliqué
par l’absence de stacking lors des analyses en puce, ce qui induit une diffusion plus importante
des pics et donc une efficacité moindre. Le coefficient de variation calculé sur les aires des pics
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est aussi important si l’on compare les valeurs obtenues en EC conventionnelle. Ceci peut être
attribué à des phénomènes d’adsorptions qui ont lieu tout au long des différentes analyses
successives. Rappelons qu’ici, aucun rinçage de la puce n’est effectué entre les différentes
analyses présentées. Ce phénomène d’adsorption avait déjà été rencontré en électrophorèse
capillaire et constitue donc une hypothèse sérieuse expliquant ces valeurs de coefficients de
variation importants.
Par ailleurs, comme nous pouvons le constater en analysant les temps de migration très
proches des peptides PN et PM, nous avons été incapable d’obtenir une séparation conve-
nable entre ces peptides en microsystèmes dans ces conditions opératoires. Les optimisations
effectuées en termes de tampon de séparation (borate, phosphate, HEPES, à des pH allant
de 7 à 9 et des forces ioniques allant de 20 à 70 mM), de valeurs de champs électrique et de
distance de détection se sont révélées infructueuses.
Il est évident qu’une certaine frustration ressort de mon expérience en microfluidique
car il m’a été impossible d’aboutir à des résultats suffisamment résolutifs avec le mélange
PN et PM. Un temps important a été investi dans la conception et le montage de ce poste
d’analyse sur puce. Il faut aussi préciser que j’ai effectué des tâches qui m’ont été confiées
autour de la formation, de la gestion et des achats des consommables sans compter l’entretien
des équipements qui sont à la disposition de l’ensemble de l’UMR 8612. Je garde néanmoins
un certain sentiment de fierté lié à ces missions communautaires et ne peux m’empêcher
d’avoir un regard bienveillant sur les nouveaux projets de recherche qui se construisent en
incluant toutes cette instrumentation dédiée à l’analyse microfluidique à l’Institut Galien Paris
Sud. En parallèle une formation en microfluidique plus complète m’a été proposée au LPN
pour sonder la charge de surface dans un pont de Wheatstone fluidique. Les travaux qui ont
suivi cette formation ont donnés lieu à la rédaction d’une publication qui sera prochainement
soumise. Au-delà de ces efforts en marge de l’analyse des peptides synthétiques mimant une
séquence de la TTR, la microfluidique a de toute évidence augmenté ma culture scientifique
au niveau de l’instrumentation.
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L’objectif initial de cette thèse était la conception et l’étude de nouvelles méthodologies
analytiques pour détecter et suivre une mutation particulière de la polyneuropathie amyloïde
familiale (FAP) à transthyrétine (TTR). Cette maladie rare à transmission autosomique domi-
nante se développe suite à un changement structural du tétramètre de la TTR mutante. Ce
dernier se dissocie et la protéine s’agrège sous forme de fibrilles dans les tissus du système
nerveux autonome, au niveau des nerfs périphériques et autour de certains organes comme
le cœur. Avec le temps les patients souffrent de dysfonctionnements neurologiques et car-
diaques, avec une forte probabilité de décès dans la dizaine d’années qui suit l’apparition des
premiers symptômes. La transplantation hépatique est une solution qui permet de reintro-
duire dans l’organisme les tétramères de TTR, favorisant ainsi la rémission du patient. Les
alternatives à la greffe sont des traitements pharmacologiques qui sont proposés au cas par
cas en fonction de la dégradation de la motricité du malade et des analyses qui sont pratiquées
dans les laboratoires hospitaliers de biochimie. La collaboration entre les praticiens hospita-
liers et les analystes pour aboutir à un suivi de l’évolution des concentrations de TTR native
et mutante semble alors pertinente. Elle pourrait représenter la base biomédicale nécessaire à
l’évaluation du bénéfice d’une transplantation.
D’un point de vue expérimental, nous avons choisi de concentrer nos efforts sur l’électro-
phorèse capillaire de zone. Cette technique analytique repose sur la migration électrocinétique
d’analytes dans un capillaire de silice vierge de quelques dizaines de micromètres de diamètre
avec une détection optique. Parmi les avantages mis en avant par les analystes qui la pratiquent
on peut citer l’obtention de pics fins et une aptitude à la haute résolution qui vont de concert
avec une étude quantitative. Cette direction donnée à mes travaux de recherche semblait être
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en adéquation avec la demande du milieu hospitalier qui souhaite donc disposer d’un indi-
cateur fiable de l’état des malades atteints de ce type de polyneuropathie. Nous espérions
même à terme pourvoir proposer une plateforme d’analyse miniaturisée simple d’utilisation
se basant sur l’électrophorèse en puce microfluidique.
Le choix initial des analytes s’est porté sur deux peptides synthétiques ; le premier mimant
une séquence peptidique similaire à la forme native de la TTR et le deuxième simulant la
séquence de la forme mutante TTR Thr49Ala. Ces deux peptides ne diffèrent d’un point vu
chimique que par un unique acide aminé terminal, proposant ainsi un réel défi analytique à
même de prouver à notre communauté la fiabilité des méthodologies développées au travers
de ces travaux de recherche.
D’autre part, la mise au point d’un protocole de digestion sur gel de la TTR sauvage par
la trypsine nous a permis d’obtenir un rendement conséquent et de nous conforter sur notre
choix des deux analytes cités précédemment. En effet, parmi les produits issus de la digestion
nous avons identifié la séquence d’acides aminés initialement choisie et d’origine synthétique.
La méthode de digestion s’est révélée être efficace et répétable comme l’atteste les analyses
en spectrométrie de masse nanoLC-MS/MS.
Outre la pertinence de ce choix initial concernant les analytes, une cartographie pepti-
dique de la TTR sauvage a permis la séparation des principaux fragments lors de séparations
inférieures à 16 minutes avec un tampon phosphate 40 mM pH 2. Fort de ces résultats encou-
rageants, nous avons ajouté au digestat de la TTR sauvage le peptide synthétique mimant la
séquence mutante (PM). Les électrophérogrammes montrent alors un pic bien résolu qui ne
recouvre aucun autre pic attribué aux fragments issus de cette digestion. Ce qui justifie notre
optimisme concernant la capacité de cette méthodologie à être suffisamment discriminante
pour identifier et quantifier la proportion de TTR mutante et saine à partir d’un prélèvement
issu d’un patient.
Concernant les aspects séparatifs issus de la mise au point de la méthode d’électrophorèse
de zone avec un mélange des deux peptides synthétiques, nous avons abouti à une résolution
de 2,3 obtenue après une dizaine de minutes. La rapidité de l’analyse et la résolution sont donc
satisfaisantes mais ces deux critères ne sont pas suffisants pour le domaine de la santé. Les
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détracteurs de l’électrophorèse capillaire insistent souvent sur le faible potentiel de ces sépa-
rations en termes de répétabilité et reproductibilité. De notre côté nous nous sommes donc
appliqués à démontrer au travers d’une validation analytique de méthode que cette métho-
dologie se basant sur l’électrophorèse, satisfait aux critères de linéarité et de répétabilité. Ces
critères sont impératifs pour l’analyse quantitative. De plus la limite de quantification par une
détection spectrométrique d’absorbance dans l’UV est de 1 μM. Cette dernière concentration
nous laisse à penser que cette méthodologie est transposable à l’analyse du sérum qui contient
des concentrations qui s’échelonnent généralement entre 14 et 29 μM.
Afin de peaufiner nos méthodes électrocinétiques et de réduire les valeurs de nos limites
de quantification, nous avons souhaité étudier les séparations en électrophorèse capillaire de
zone couplées avec une détection LIF (EC-LIF). La difficulté de cette voie réside dans le mar-
quage des deux peptides synthétiques par des agents fluorophores. Parmi les cinq marqueurs
initialement choisis seuls trois d’entre eux ont donné des résultats permettant d’envisager une
poursuite de nos investigations. Il est en effet fréquent d’obtenir après ces réactions de mar-
quage et analyse en électrophorèse, des électrophérogrammes présentant une multitude de
pics provenant des différents produits de synthèse et des impuretés présentes initialement
dans les solutions commerciales de marqueurs. Cette situation complique, voire rend parfois
même impossible l’attribution des pics. Parmi les trois marqueurs retenus, deux sont fluo-
rogènes : le FQ et le NDA, et le troisième est fluorescent le TAMRA-SE. Les réactions de
dérivation ont été optimisées par des suivis de réactions en EC et des analyses en spectromé-
trie de masse. Cette étude montre qu’il faut incuber les peptides dans un mélange contenant
un solvant organique et un tampon borate alcalin avec un excès important de marqueur. Au-
cune réaction de marquage après optimisation ne permet de détecter le peptide non marqué
en fin de réaction comme l’atteste la spectrométrie de masse MALDI-TOF (une trace a été
visualisée en spectrométrie de masse ESI-trappe qui concerne la réaction de marquage avec
le FQ).
Une adaptation du bloc de détection de l’une des électrophorèses a été réalisée pour pou-
voir exciter les peptides marqués dont les longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont in-
compatibles avec le système présent à l’origine sur cette instrumentation commerciale. Cette
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modification nous a permis ensuite de coupler l’électrophorèse capillaire avec deux sources
laser émettant à 442 et 532 nm nécessaires à ces analyses.
Le marquage de ces peptides est relativement rapide avec des temps de réaction inférieurs
ou égaux à 15 minutes. Mais ils peuvent donner lieu à des peptides mono ou multimarqués,
ce qui provoquerait soit des élargissements de pics soit l’apparition de pics propres à ces
espèces sur les électrophérogrammes obtenus en EC-LIF. Concernant les analyses des mé-
langes équimolaires de peptides synthétiques « natif » et « mutant », elles ont été faites en
mode contre-électroosmotique avec des tampons dont les valeurs de pH étaient comprises
entre 7 et 8 en fonction de la nature chimique du marqueur. L’optimisation des séparations
en EC-LIF montre que la nature chimique même des espèces introduites pour la préparation
du tampon de séparation a un impact très important sur la qualité de l’analyse.
La validation analytique des méthodes développées montre que les méthodologies en EC-
LIF sont justes, linéaires et répétables pour les peptides marqués au FQ et au NDA. Le mar-
quage au NDA propose les meilleures limites de détection et quantification mais elles restent
supérieures à celles obtenues en détection spectrométrique d’absorption. Concernant l’étude
des peptides marqués par le TAMRA-SE, nous les avons également analysés sur un ensemble
instrumental dédié à la microfluidique. Les résultats, tant pour les peptides seuls que pour
le mélange de peptides natif et mutant, sont décevants d’un point de vue analytique. L’op-
timisation analytique sur ces systèmes miniaturisés nécessiterait un investissement en temps
bien plus important pour pouvoir atteindre la qualité des résultats obtenus en électropho-
rèse capillaire conventionnelle. Néanmoins ces quelques résultats valident l’installation et nos
choix en termes d’instrumentation pour ce poste qui est maintenant à la disposition des autres
chercheurs du laboratoire.
Concernant les perspectives de ces travaux de recherches, il faut consolider les étapes
préparatives et notamment démultiplier les analyses des fluides biologiques issus des patients
comme le sérum. Il est donc souhaitable de renforcer les interactions entre les biochimistes et
les cliniciens de l’hôpital et les analystes de l’Université. Ce travail de fond devra à court terme
être standardisé et donc validé analytiquement concernant les protocoles de prélèvement, de
séparation et digestion sur gel, pour finalement réaliser et interpréter l’analyse électropho-
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rétique. Les mesures en spectrométrie de masse qui nous ont permis d’apporter des preuves
solides en termes d’identification doivent également perdurer. C’est d’ailleurs, l’une des acqui-
sitions récentes de l’équipe du Professeur Taverna qui dispose d’une électrophorèse capillaire
couplée avec la spectrométrie de masse. L’idée ici est de pouvoir reprendre les résultats ob-
tenus avec la carte peptidique et de généraliser nos analyses à d’autres mutations que la TTR
Thr49Ala ici étudiée.
Un autre objectif, également entamé dans ce travail, concerne notre souhait de fournir au
monde hospitalier un dispositif analytique simple et compact pour effectuer un suivi régulier
de l’évolution des patients atteints de la polyneuropathie amyloïde familiale. Le poste d’analyse
sur puce, installé dans le cadre de ces travaux, représente un ensemble instrumental complexe
et performant d’un point de vu analytique. Ce dernier est adaptable et adapté à la recherche
académique pour mettre au point une analyse quantitative et qualitative. Pourtant il est exclu
de transférer ce type d’instrumentation qui requiert un personnel spécialisé dans un milieu
hospitalier. Il est donc nécessaire dans un premier temps de développer des méthodologies
analytiques robustes et fiables avec une réelle réflexion concernant sa transposition vers le
monde médical.
D’un point de vue personnel ces quatre années ont été intenses en termes de recherche
expérimentale. J’ai également vécu une aventure humaine enrichissante au sein de l’institut
Galien Paris sud. Je retire une certaine fierté concernant ma contribution à l’obtention de la
mention « projet phare » du projet ANR DIMIPOLE. Les exigences du métier de chercheur
sont aujourd’hui, dans mon esprit, bien différentes de celle que j’imaginais avant de me lancer
dans ce doctorat. Au-delà des aptitudes techniques, la communication et le travail d’équipe
représentent une part essentielle de ce métier. Je souhaite à l’avenir augmenter ma culture
scientifique et mes capacités en termes de communication tout en conservant la rigueur des
chimistes analystes qui me seront nécessaires dans ma vie professionnelle future.
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Procédures d’analyse SDS-PAGE, de
digestion en gel et récapitulatif des
résultats de MS
I Analyse de la TTR sur gel de polyacrylamide en pré-
sence de SDS
Préparation des tampons et des réactifs pour la migration
 Tampon Tris 1 M pH= 6,8 : 30,3g de Tris (PM=121,14)+200 ml H2O. Ajuster le pH
avec du HCl 37%. Puis ajouter H2O QSP 250 mL. Stocker à +4°C
 Tampon Tris 1 M pH= 8,8 : 60,6g de Tris+400 ml H2O. Ajuster le pH avec du HCl
37%. Puis ajouter H2O QSP 400 mL. Stocker à +4°C
 Tampon électrophorèse 10X (pH= 8,6) : 30 g de Tris+ 145 g de glycine+ H2O QSP
1L (pH à vérifier après quelques jours à +4°C)
 Solution d’Ammonium persulfate (APS) 10% : 1 g dans 10 mL H2O à fractionner en
11 aliquots de 900 μL à placer à -20°C
 6X sample buffer (bleu) (SB6X) :
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Aliquoter par 200 μL et conserver à -20°C
Préparation d’un gel de polyacrylamide
 Préparer le tampon de migration 1X à partir du tampon électrophorèse 10X conservé
en chambre froide : 100 mL de tampon de migration 10X + 10 mL SDS 10% + H2O
QSP 1L
 Monter le système de coulage du gel. Choisir les spacers de 1 mm. Vérifier l’absence
de fuite par ajout d’eau distillée. Enlever l’eau distillée et assécher avec du papierWhat-
man
 Pour le gel de séparation (15%), mélanger dans l’ordre :
1. 15 mL de Tris 1 M pH=8,8
2. 15 mL de solution Acrylamide-Bis acrylamide 37,5/1 (solution 40%)
3. 9,8 mL d’ H 2 O
4. 200 μL de SDS 20%
5. 600 μL d’APS 10%
6. 40 μL de TEMED
Les deux dernières solutions sont à ajouter au dernier moment. Il faut bien homogénéiser par
retournement doux afin d’éviter les bulles.
 Couler immédiatement le gel de séparation entre deux plaques en verre aux 3/4 de
la hauteur et ajouter délicatement 2 mL de butanol saturé d’eau pour le haut du gel.
Garder le reste de gel afin de vérifier la prise en masse. Laisser polymériser 30 min à
1 h.
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 Attendre la prise en masse du gel de séparation et enlever le butanol par retournement.
Rincer plusieurs fois à l’eau distillée pour enlever le butanol, puis enlever l’eau distillée
et assécher avec une bande de papier Whatman
 Pour le gel de concentration aussi appelé « stacking gel » (4%), mélanger dans l’ordre :
1. 1500 μL de Tris 1 M pH=6,8
2. 1360 μL de solution Acrylamide-Bisacrylamide 37,5/1 (solution 40%)
3. 9 mL d’ H 2 O
4. 60 μL de SDS 20%
5. 200 μL d’APS 10%
6. 40 μL de TEMED
Les deux dernières solutions sont à ajouter au dernier moment. Il faut bien homogénéiser par
retournement doux afin d’éviter les bulles.
Couler immédiatement le gel de concentration entre les deux plaques jusqu’en haut et aus-
sitôt glisser le peigne correspondant à l’espacement des plaques. Garder le reste de gel pour
vérifier la prise en masse. Laisser polymériser 20 min. Juste avant migration, retirer délicate-
ment le peigne sous un jet d’eau doux pour maintenir les puits en place.
Préparation des échantillons
Répartir la solution protéïque à faire migrer en autant d’aliquots que de puits à faire migrer.
Ajouter dans chaque aliquot, une cinquième du volume de SB6X. Vortexer puis centrifuger
brièvement. Percer un petit trou dans le capuchon de chaque tube. Faire bouillir 12 min au
bain marie sec. Centrifuger brièvement.
Migration
 Monter les plaques sur le système de migration.
 Déposer les échantillons à l’aide de cônes à pointe effilée.
 Déposer le marqueur de poids moléculaire de part et d’autre du gel. Pour la TTR le
marqueur choisi est Prostained Protein Ladder 06P60111 de Euromedex
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 Relier le système à un générateur et faire migrer à 50mA (100mA si deux gels en
parallèle)
Après la migration
Démouler le gel d’acrylamide, découper afin d’éliminer le gel de concentration. Séparer
dans deux bacs différents les parties du gel qui seront colorés par le bleu de Coomassie.
Rincer les gels 3 fois pendant 5 minutes à l’eau déionisée pour enlever le SDS. Les parties
du gel à colorer sont recouvertes de bleu de Coomassie pendant 1h puis décolorées à l’eau
distillée pendant 45min au minimum. Découper le gel et le placer dans un tube Falcon stérile.
II Digestion trypsique en gel de la TTR
 Préparation du gel
1. Excision des bandes découpées en carrés de ≤1 mm².
2. Dépôt des carrés dans un tube de 1,5 mL.
3. Lavage 5 min avec 200 μL de bicarbonate d’ammonium 0,1 M pH 8,5.
4. Élimination de la phase liquide.
5. Passage du tube au vortex.
6. Centrifugation du tube.
7. Lavage 5 min avec 200 μL d’acétonitrile.
8. Élimination de la phase liquide.
9. Répéter les étapes 3 à 6, deux fois supplémentaires.
 Digestion à la trypsine et extraction des peptides
1. Ajouter 196 μL de bicarbonate d’ammonium 0,1 M pH 8,5.
2. Ajouter un volume de trypsine à 0,4 μg/μL de façon à obtenir un rapport en-
zyme/substrat égal à 1/10
3. Passer le tube au vortex.
4. Centrifuger le tube.
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5. Incuber à 37°C toute une nuit.
6. Passer le tube au vortex.
7. Centrifuger le tube.
8. Récupérer la phase liquide.
9. Ajouter 200 μL de solution d’acétonitrile/eau 70/30 0,1% acide formique.
10. Laisser 5 min.
11. Passer du tube au vortex.
12. Centrifuger du tube.
13. Récupérer la phase liquide et la mettre avec celle de l’étape 8.
14. Ajouter 200 μL d’acétonitrile.
15. Laisser 5 min.
16. Passer le tube au vortex.
17. Centrifuger le tube
18. Récupérer la phase liquide et la mettre avec celle des étapes 8 et 13.
19. Évaporer le tube à sec au SpeedVac
20. Reprendre le culot dans 30 μL de solution d’acétonitrile/eau 70/30 0,1% acide
formique.
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III Tableau récapitulatif des analyses en spectrométrie de
masse de l’échantillon de TTR issu de patient
IV Analyse NanoLC-MS/MS
Les analyses en NanoLC-MS/MS ont été effectuées sur un système chromatographique
à double gradient Ultime 3000 (Dionex).
Dans ce qui suit, le solvant A est un mélange eau/acétonitrile/acide formique, (98/2/0.1
v/v/v) et le solvant B est unmélange de eau/acétonitrile/acide formique, (20/80/0.1, v/v/v).
Environ 1 à 3 pmol de l’échantillon de TTR a été théoriquement injecté sur une pré-colonne
C18 (Acclaim, PepMap C18 5 mm de longueur × 300 μm ID, taille 5 μm, 100 Å de porosité,
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Dionex). Après élimination des sels pendant 5min avec le solvant A, la séparation des peptides
a été réalisée sur une colonne capillaire C18 (Acclaim PepMap C18, 15 cm de longueur × 75
μm DI × 3 μm de taille de particule la porosité 100 Å, Dionex avec un gradient à partir de
100 % de solvant A, rampe de 70 % de solvant B sur 50 min, puis de 100% de solvant B en 2
min (tenue 10 min) , et enfin la diminution de 100% de solvant A en 3 min . La colonne est
finalement ré- équilibrée avec 100% de solvant A pendant 15 min. L’éluant LC a été pulvérisée
dans l’instrument avec une pointe d’émetteur de verre (Pico-pointe, FS360-50-15- CE-20 -
C10.5, New Objectve, Woburn, MA).
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Protocoles et outils
I Protocole de marquage des peptides par le NDA
Dans les conditions optimales :
 50μL de peptide (0.2mM)
 150μL de tampon borate pH= 9.5, 70mM.
 100μL de KCN à 4mM dans le tampon borate pH= 9.5, 70mM
 100μL NDA 4mM dans le méthanol
Lors des différentes optimisations, les concentrations des solutions ont été modifiées
II Protocole de dessalage des peptides par le NDA
Avant de faire ces analyses en MALDI-TOF, un dessalage des solutions a été effectué, en
utilisant un embout Zip-Tip C18 (Millipore, USA). Tout d’abord, un lavage de la phase avec
de l’acétonitrile (ACN) à trois reprises. Ensuite un conditionnement est fait par une solution
d’eau acidifiée (0.1%TFA). Puis, un chargement de la phase par l’échantillon est effectué en
faisant une dizaine d’aspirations refoulements dans la solution du peptide marqué. Ensuite,
un lavage de la phase est effectué afin de dissoudre les sels présents dans l’échantillon, en
utilisant de l’eau acidifiée (1%TFA). Enfin, les peptides marqués sont élués en utilisant une
solution d’eau/ACN 35/65.
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III Protocole de marquage des peptides par le FQ
100μl de FQ dans le méthanol (10mM) sont ajoutés à 50μL de peptide 0,2mM dans le
tampon borate (pH=9, 40mM). A ce mélange on ajoute 50μL de KCN 10mM dans le borate
(pH=9.3, 2.5mM). Le tout est ensuite mis dans un bain marie pendant 15 min à 55°C à l’abri
de la lumière (conditions optimales). Lors de l’optimisation de la méthode de marquage, ce
protocole a été modifié en faisant varier le temps et la température d’incubation : de 5 à 30min
et de 45°C à 65°C.
Dans le cas où on dérive un mélange : 100μl de FQ dans le méthanol (10mM) sont ajoutés
à 25μL de PN mélangée à 25μL de PM (les deux solutions sont à 0,2mM dans le tampon
borate pH=9, 40mM). A ce mélange on ajoute 50μL de KCN 10mM dans le borate (pH=9.3,
2.5mM). Ce mélange est incubé pendant 15 min à 55°C.
Pour la linéarité, les mélanges ont été effectués avec le même protocole décrit précédem-
ment (mêmes volumes) mais en faisant varier la concentration du peptide de 0.1 à 0.5mM.
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IV Spectre de masse MALDI-TOF entre 300 et 5000 m/z
Analyse en spectrométrie de masse du PN dérivé par le FQ (a) PM dérivé par le FQ (b) Conditions : matrice
CHCA à 10mg/mL dans acétonitrile/eau 50/50 (v/v) 0,1% TFA. Echantillon : 1 μL de solution dérivée
de peptide à 200 mM + 1 μL de matrice. Mode réflecteur. Délai d’extraction : 450 nsec
V Tableau de calcul demasse des peptides résidus d’acides
aminés
Les données dans ce tableau correspondent aux résidus d’acides aminés. Pour le calcul de
la masse d’un peptide ou d’une protéine neutre, la somme des masses des résidus ainsi que
les masses des groupes de terminaison (par exemple H à l’extrémité N-terminale et OH en
position C-terminale) doit être faite.
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Résidu Code à
1 lettre
Masse mono-
isotopique
Masse
moyenne
Structure
Alanine
C3H5NO
A 71,03712 71,08
Arginine
C6H12N4O
R 156,10112 156,19
Asparagine
C4H6N2O2
N 114,04293 114,10
Acide Aspartique
C4H5NO3
D 115,02695 115,09
Cysteine
C3H5NOS
C 103,00919 103,14
Acide Glutamique
C5H7NO3
E 129,04260 129,12
Glutamine
C5H8N2O2
Q 128,05858 128,13
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Glycine
C2H3NO
G 57,02147 57,05
Histidine
C6H7N3O
H 137,05891 137,14
Isoleucine
C6H11NO
I 113,08407 113,16
Leucine
C6H11NO
L 113,08407 113,16
Lysine
C6H12N2O
K 128,09497 128,17
Methionine
C5H9NOS
M 131,04049 131,19
Phenylalanine
C9H9NO
F 147,06842 147,18
Proline C5H7NO P 97,05277 97,12
Serine C3H5NO2 S 87,03203 87,08
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Thréonine
C4H7NO2
T 101,04768 101,10
Tryptophane
C11H10N2O
W 186,07932 186,21
Tyrosine
C9H9NO2
Y 163,06333 163,18
Valine C5H9NO V 99,06842 99,13
VI Dérivation des peptides avec FITC
45 mL de FITC (2,5 mM) dilué dans l’acétone ont été ajoutés à 450 mL de solution de
peptide à 0,2 mM en tampon borate (pH 9, 40 mM). La solution obtenue est alors laissée dans
l’obscurité une nuit à température ambiante.
VII Dérivation des peptides avec NHS fluorescine
Une solution de NHS Fluoresceine dans le DMSO est préparée à 2mol/L. Les peptides
sont préparés à une concentration de 8.14 mol/L dans un tampon borate pH = 8.5, 50 mM. A
200 μL de peptide est ajouté 1.2 μL de la solution de NHS Fluoresceine. La solution obtenue
est alors laissée dans l’obscurité 1h à température ambiante.
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VIII Rinçage du capillaire pour l’analyse des solutions de
peptides marqués par le NHS-Fluoresceine
Méthode 1 Méthode 2
Opération Inlet Outlet Durée Opération Inlet Outlet Durée
Rinçage NaOH (1M) Poubelle 3 min Rinçage NaOH (1M) Poubelle 5 min
Rinçage Eau Poubelle 5 min Rinçage Eau Poubelle 5 min
Rinçage Tampon Poubelle 5 min Rinçage DMSO Poubelle 5 min
- - - - Rinçage Eau Poubelle 5 min
- - - - Rinçage Tampon Poubelle 5 min
Injection Échantillon Poubelle 10 sec Injection Échantillon Poubelle 10 sec
Séparation Tampon Tampon 40min Séparation Tampon Tampon 40 min
Rinçage Eau Poubelle 2 min Rinçage Eau Poubelle 5 min
Méthodes de rinçage du capillaire pour l’analyse EC LIF des solutions de peptides incubées par le NHS-
fluorescéine
IX Dérivation des peptides avec TAMRA-SE
17,2μl de solution de TAMRA-SE dans du DMSO sont ajoutés à 40 μl de solution de
peptide dans du tampon borate. A ce mélange, on ajoute 20 μl de tampon borate. La solution
est ensuite incubée pendant 1h sous agitation vigoureuse à température ambiante.
X Rinçages de la puce
Le préconditionnement et les rinçages de la puce en verre se font comme suit :
 10 min Na OH 1M
 5 min eau
 10 min NaOH 0.1 M
 5 min eau
 10 min Tampon
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En cas de fluorescence résiduelle des séries de rinçages de 10 minutes sont ajoutées, jusqu’à
disparition de la fluorescence.
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